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PRESENTACION 
La presente guia teorica-practica es una recopilacion de una 'experiencia 
acumulada de al menos 8 arios de lrabajo experimental en la Sede Medellin 
respaldada por al men os 10 arios de experienci~ previa en el area de cilogenelica, 
del profesor Juan Bautista Lopez Ortiz y aproximadamente 7 arios de la profesora 
Maria Elena Marquez Fernandez antes de IIegar ala Sede . 
La formacion academica que poseemos ambos profesores desde el nivel de 
pregrado fue en citogenetica humana principalmente y tanto las tesis de pregrado 
como las de nivel de maestria responden a esta orientacion, ademas del manejo 
de cicio celular de celulas de mamifero para r~alizar evaluaciones genotoxicas de 
drogas antineoplasicas. usando metodos de bandeo cromosor'nico de alta 
resolucion, estudio de estadios de replicacion (cronologia de la replicacion) para 
estudiar la cinetica proliferativa en celulas como los linfocitos humanos y en Uneas 




Desde nuestra lIegada a la Sede Medellin (1993) y con la experiencia previa, 
rapidamente comenzamos a estudiar diversas especies animales mamfferas, 
comenzando a implementar y a enseliar todas nuestras experiencias a estudiantes 
de la Unea de Profundizaci6n en Genetica y Biotecnologfa, en la cual se dicta 
desde esa epoca la asignatura Citogem§tica. Ademas, comenzamos a desarrollar 
investigaciones aprobadas por CINDEC, trabajos dirigidos de grado y proyectos 
conjuntos con otros profesores de la Facultad de Ciencias Agropecuarias 
principalmente en el grupo de Roedores Hystricomorfos (Guaguas, chiguiros, 
<, .; lieques, etc.) que actualmente se mantienen en cautiverio en el establo de la 
Sede. 
Por otro lado, para resolver algunas necesidades especfficas del Zool6gico 
Santafe de la ciudad de Medellin, se realizaron unos estudios de cariotipo 
citogenetico en primates tipo mono aul/ador y titf con el fin de realizar 
. caracterizaci6n citogenetica para programas de reintroducci6n de mamiferos de 
vida silvestre. 
Paralelamente se han realizado otros trabajos en pecaries 0 cerdos americanos, 
ademas se han analizado otras especies de mamiferos domesticos tales como 
bovin~s, cerdos y otros mamiferos de mas reciente introducci6n en Colombia 
como los bufalos con gran potencial para aprovechamiento zootecnico. En estos 
proyectos se han realizado algunas pasantias de estudiantes de otras instituciones 
como el Colegio Mayor de Antioquia y la Universidad de Antioquia, se han 
realizado algunas publicaciones y otros articulos estan en prensa. Tambien se han 
: , 
" . '", 
3 
presentado en diversos congresos y seminarios especificos del tema en diferentes 
ciudades del pars. 
EI documento prepuesto, antes que ser un manual de laboratorio, pretende ser 
una guia teorica-practica, que muestra resultados ongina/es obtenidas en 
diferentes investigaciones realizadas en el Laboratorio de Citogenetica de la Sede, 
unas veces en colaboracion con otres investigadores 0 instituciones y otras 
desarrolladas de manera individual. 
Los ejemplos aqui presentados son ineditos unos y otros se han publicado en 
algunos artfculos sobre el lema 0 se han presentados en distintos eventos 
regionales 0 nacionales, pere en todo caso pretenden ilustrar los principales 
parametres a tener en cuenta cuando un investigador ne6fito en el tema, quiere . 
incursionar en el. En otras palabras, esta guia trata de lIenar un vado exislente en 
la literatura con respecto a los criterios que se deben tener en cuenta para utilizar 
la citogenetica como una herramienta importante para la clasificacion taxonomica 
y caraclerizar organismos utilizados en programas de aprovechamiento 
zootecnico y reintroduccion de fauna silvestre. 
En el documento, se registra a manera de tablas, cuadros, fotograffas, figuras y 
esquemas, los resultados resumidos y mas relevantes de muchas de las especies 
estudiadas en nuestro Laboratorio, 10 cual ha sido un esfuerzo conjunto de ambos 
prefesores, teniendo en cuenta las sugerencias de otres docentes y evaluadores 
en el momenta de la realizacion de cada uno de los trabajos. 
4 
, ."" La guia, resume toda nuestra' experiencia adquirida sobre los principales 
parametros a tener en cuenta en diferentes especies de mamiferos con respecto 
.. 
., :. a la toma de muestra, sitio de toma de muestra de sangre, concentraciones de 
.. 
anticoagulante, concentraci6n de mit6geno, tiempo de cicio, horas en presencia 
del analogo bromodeoxiuridina, tiempo de antimit6tico, soluci6n hipot6nica, fijador, r 
! 
': ,""t:
"""; . ,i goteo, fotograffa etc, utilizados en el protocolo convencional citogenetico para la 
obtencion de cromosomas humanos (Moorhead, 1960), los cuales deben ser 
.' , ,~ ':. 
,.' estandarizados en cada una de las especies de mamfferos estudiada. 
En resumen, la base te6rica y experimental para ob,tener un cariotipo de una sola 
. ,' . especie de mamffero ha implicado al menos una tesis de pregrado 0 una pasanUa 
y en otros casos como el caso de una guagua de paramo la cual ha presentado 
inconsistencia en su ubicaci6n taxonomica, ha generado tema para una tesis de 
maestria utilizando tecnicas moleculares. 
. ,' ­
'.' \ Marfa Elena Marquez Fernandez 

Juan Bautista Lopez Ortiz 













JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DE LA GUIA 
La producci6n academica de un docente e investigador a veces es intangible, si no 
se logra consolidar un verdadera trabajo escrito que refleje su continuidad 
academica 0 demuestre la formaci6n de j6venes investigadores en el area de su 
desemperio. 
En el area de la Biologia, denominada Genetica existen gran amplitud de temas . 
donde cualquier bi610go 0 relacionado puede desarrollar investigaci6n. Dentro de 
estas tematicas hay unas que resultan mas atractivas por la disponibilidad 
experimental 0 bibliografica etc. Pera otras, son de mas dificil acceso por el grado 
de compromiso que representa, por el liempo que debe pasar para obtener un 
resultado satisfactorio, ademas de la paciencia que S9 requiere para explorar, 
indagar, medir , comparar, etc. 
EI caso de la linea de investigaci6n en Citogenetica es un intermedio de todo 10 
anterior, es apasionante, lIamativa, vislurnbra, pero req\.Jiere dedicaci6n y a veces 
hasta ingenio. No se pueden producir resultados por arte magia, sino que todo 10 
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6 
que se dice 0 acepta debe ser demostrable, como todo 10 del ambito cientffico­
tecnico. 
En el area de la Citogenetica Convencional, no es facil encontrar bibliografra que 
oliente de una sola vez cuales son los principales parametros para comenzar a 
investigar en esa tematica, ademas se requiere un buen componente teorico, 
antes de lIegar al campo experimental. Desde los alios 60's, a partir de los cuales 
se observan los principales protocolos experimentales obtenidos en linfocitos de 
sangre perifarica humana, se publican todas las modificaciones que van surgiendo 
en los diferentes organismos ani males, pero no se conoce hasta el momenta una 
gUla basica que lIeve de la mana a una persona a iniciar y al menos a elaborar un 
cariotipo completo con diferentes tipos de bandas que contribuyan a la 
caracterizacion de una especie. 
Como profesores de las asignaturas de Biologia Celular, Biologia Molecular, 
Genetica, Citogenatica, Ingenieria Genatica y Seminario de Biotecnologia durante 
nueve alios, nos hemos dado cuenta de las necesidades especificas de los 
estudiantes de la carrera de Zootecnia, aun de Ingenieria Agronomica y de 
Biologia de otras universidades, para el aprendizaje de este modelo experimental. 
Hace dos alios y medio atras nos dimos a la tarea de comenzar a hacer un plan 
de actividades que nos permitieran madurar la idea de consolidar una guia teo rica­
practica sencilla pero clara con componentes cruciales que permitieran abordar 
este tema. Desde esa apoca este plan ha sufrido innumerables modificaciones, la 
I 





hemos revisado muchas veces, hemos introducido y eliminado temas con el fin de 
que quede 10 mas accequible posible tanto a un estudiante de pregrado como de 
posgrado. 
EI objetivo que nos ocupa en esta gUla, es recopilar un poco la experiencia 
recorrida en el area de citogenetica de mamfferos con el fin de que otras personas 
interesadas en el tema tengan un punto de partida a partir del cual iniciar un 
estudio cromosomico en cualquier especie de mamffero de la cual se conozcan 0 
no reportes. EI Modelo Experimental, se basa en la patron de bandas R­
replicativas, las cuales son el fuerte de la gufa, sin embargo, puede ser utilizado 
para cualquier patron de bandas 0 si el investigador 10 prefiere para realizar un 





.; .. ,,' 
>~ ... 
. ',' 
',' , .' 
.,.'.. . 
" .... 
, ,.. ; .. 




1. ANTECEDENTES DEL CONTEXTO CITOGENETICO ACTUAL. 
EI estudio de los cromosomas a traves de la cariologia a la citogenetica ha 
ocupado un lugar importante en varias areas de la genetica, especialmente en 
clfnica y ha ten ida aplicaciones academicas en biologia comparativa y en estudios 
filogeneticos. Oesde 1888 se introdujo el termino cromosoma par Wilhelm 
Waldeyer, luego se formula la teo ria cromosamica de la herencia par Theodore 
Boveri, Walter Sutton y Thomas Morgan en la primera parte del siglo . 
La historia del desarrollo de la investigacian citogenetica se puede dividir en 
perfodos de acuerdo a las principales innovaciones tecnolagica~ que 
contribuyeron a la propuesta de diversos procedimientos analfticos (Hsu, 1979). 
Antes de 1950, la citogenetica se enfoca en el estudio de cromosomas humanos 
en secciones de testiculos de individuos muertos, las cuales eran f~adas y 
embebidas en parafina, luego fragmentadas en muestras delgadas y examinadas 
bajo el microscopio de luz. Can esta metodologia se estima en 48 cromosomas el 
9 
,}. : numero diploide humano. similar al encontrado Em nuestro pariente cercano el 
chimpance. 
La epoca moderna de la citogenetica comenzo con el desarrollo de cuatro 
"principales logros tecnologicos que fueron el sustrato para el desarrollo de las 
actuales tecnicas de la citogenetica ~olecular. 
EI primer avance para obte.n~r cromosomas mitoticos de piel y bazo, se logro 
accidental mente por el uso de la sQlucion hipotonica antes de la fjjacion 
, 
cromosomica, la cual permitio obtener extendidos mitoticos en los que se podfa 
evaluar facilment~ el numero y la morfologiacromosomica. Luego. la combinacion 
de la hipotonica mas la utilizacion de la colchicina como agente antimitotico 
permitio mejorary aumentar el numero de celulas en metafase. . 
, 	. 
Posteriormente se comenzo a usar tejidos vivos tales como medula osea. biopsias 
de pieI embriones cultivados en liquido amniotico y linfocitos obtenidos de sangre 
periferica estimulados por fitohemaglutinina con 10 cual se pod/an obtener ju.egos. 
cromosomico~ visibles a traves del microscopio de luz. Estos procedimfentos 
permitieron realizar ~ul.tiv?s a gran escala a partir de solo muestras de sangre . 
.EI. segundo avance tecnologico fue el de~arrollo' de las tecnicas de bandeo 

. cromosomico que permitieron la identificacion de cromosomas homologos (dentro 

de cariotipos de la misma especie) y cr~mosoma.s"homeologos (entre cariotipos de 

"diferentes especies). Para el desarrollo de las tecnicas de bahdeo, se requirieron 

10 
avances tecnicos basados en estudios de microdensitometria de celulas y tejidos 
utilizando colorantes f1uorescentes como la naranja de acridina y posteriormente 
con la mostaza de quinacrina con la cual se logro el primer bandeo cromosomico, 
las bandas Q y luego de otros avances en degradacion diferencial de cromatina e 
introduccion de bases analogas a la estructura del DNA, con 10 que se 
desarrollaron otros tipos de bandeos, tales como el G, G11, C, Cd, R Y el R­
replicativo. 
Evans y sus colegas desarrollaron la tecnica de acetico-salina-Giemsa (ASG) la 
cual genero un bandeo transversal denominado bandeo G. A partir de su mejora, 
resulto el bandeo G de alta resolucion y alternativamente surgio el bandeo R­
replicativo valioso para la identificacion de cromosomas de alta resolucion en 
especies donde por diferentes razones no se puede inducir el bandeo G. EI 
band eo R-replicativo es una tecnica basada en los patrones asincronicos 
constantes de la replicacion de los cromosomas, siguiendo la cronologia de la 
duplicacion del genoma. ,
<'.' 
" 
EI tercer avance tecnologico fue el desarrollo de la tecnica de hibridacion in situ 
utilizando sondas de DNA que se unian a cromosomas particulares 0 a partes de 
ellos y que permitieron localizar secuencias especificas. EI cuarto avance 
tecnologico, tiene que ver con el uso de. la inmunoquimica junto con la hibridacion 
in situ, 10 cual perrnitio la deteccion no radiactiva de la hibridacion de sondas con 




cromosomas usado para mapear secuencias en los cromosomas y para identiMcar 
, la homologia cromos6mica entre especies (sintenia). 
EI campo de la citogenetica molecular se comenz6 a desarrollar con la tecnica de 
la hibridaci6n in situ de acidos nucleicos usando sondas radiactivas y no 
radiactivas. Su principal uso ha sido en estudios comparativos con secuencias 
repetitivas (DNA satelite), estudios de grupos de genes ribosomales, genes 
reduplicados de cromosomas politenicos, para localizar transcriptos de RNA 
especificos en cromosomas plumosos y para localizar secuencias de DNA de 
copia unica en cromosomas mit6ticos. 
Actualmente, la citogenetica molecular utiliza sondas biotilinadas no radiactivas 
visualizadas con anticuerpos monodonales 0 policlonales 0 sondas fluorescentes 
(FISH) son marcados con fluorescencia. Todos estos metodos pueden ser 
acoplados a software, los cuales ofrecen mayor especificidad, resoluci6n y 

, versatilidad que la autorradiograffa, metodo muy utilizado en estudios moleculares 

clasicos. Otras tecnicas que ofrecen mayor resoluci6n son la microscopfa con 

laser focal 0 microscopia electr6nica de transmisi6n. 
Los metodos descritos, hacen de la citogenetica molecular una herramienta 
I 
poderosa para estudiar a nivel evolutivo, taxon6mico y reproductivo cualquier 
especie de la cual se PlJedan obtener excelentes extendidos cromos6micos. 
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La presente gufa pretende lIenar un vado en la literatura disponible sobre los 
plincipales parametros a tener en cuenta en el estudio cromos6mico de especies 
de mamfferos. Por ello, propone un modelo experimental que permita a un 
investigador nuevo en el tema abordar de manera adecuada un estudio 




2. BASES TEORICAS PARA EL ANALislS CROMOSOMICO. 
,~ . 
2.1 GENERALIDADES SOBRE EL CICLO CELULAR. 
EI cicio celular es un conjuntode eventos bioffsicos, bioqufmicos y biologicos que 
. conducen a una celula a duplicar su material genetico y citoplasmatico 
acompariado de una division en celulas hijas. Por ejemplo, a traves del cicio. 
celular, los organismos unicelulares cumplen con diversos objetivos uno de ellos 
es la reproduccion, 10 cual es muy importante para la perpetLiacion y evolucion .de 
la especie. En los organismos pluricelulares, la realizacion de un cicio celular 
I . 
puede deberse af' cumplimiento de diversas funciones celulares tales/· como 
. crecimiento y desarrollo, reemplazode celulas muertas, regeneraci(jn de tejidos, 
formacion degametos, entre otras. 
Brevemente se explicancada 'una' de las razones' por las cuales un organismo 




2.1.1. Crecimiento y desarrollo. Un organismo pluricelular se origina cuando un 
cigoto formado por, fusion de dos gametos (masculino y femenino), p~r el, 
desarrollo de un ovulo no fecundado (partenogenesis) 0 por clonacion de una 
celula somatica, realiza ciclos celulares sucesivos formando tejidos, organos y 
sistemas a traves de complejos procesos de diferenciacion celular. . ' 
Por medio de la division celular, los organismos pluricelulares log ran cantidades 
, inimaginables de celulas dependiendo de su tamano. Si se compara el volumen y 
tamano de una pulga con un raton, un avestruz, un ser humano, un elefante, una 
ballena, '0 con el arbol de secolla que alcanza hasta A5 metros de diametro, se 
observa una relacion entre el crecimiento y el desarrollo con el numero de ciclos 
celulares realizados porcada individuo. 
Se puede estimar el numero de ciclos celulares requeridos para la formacion de un 
individuo a partir de un cigoto con el numero estimado de celulas (# celulas), por 




m= numero inicial de 
celulas que contiene el cigoto y n=' numerode ciclos celulares realizados. En el 
caso del ser humano, se estima que el numero de celulas es de 1014 , por 10 tanto, 
el numero de ciclos es 51. 
'2.1,.2. Reemplazo de celulas muertas. Las celulas de la mayoria d~. tejidos 
deben ser:reemplazadas de manera dinamica a traves de su ontogenia. En casos" 
como las plantas, las celulas muertas no funcionales se acumulan constituyendo la 
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madera, mientras que en los organismos ani males como los mamiferos las celulas 
. muertas son eliminadas. 
Por ejemplo, en el tejido sanguineo de mamfferos, mueren alrededor de tres 
millones de globulos rojos cada segundo, los cuales deben ser reemplazadas 
mediante igual Ilumero de .divisiones celulares efectuadas en la medula osea. En 
otros tejidos como la piel, el tracto gastrointestinal, nodulos linfaticos, foliculo 
piloso y las. gonadas se realizan muchos ciclos celulares permanentemente' que 
sumada a la produccion de globulos rojos podrian superar los veinte mil/ones de 
divisiones por segundo. 
2.1.3. Regeneracion de tejidos. De acuerdo a su grado de diferellciacion y a la 
, 
ubicaci6n en la escala evolutiva, los organismos y las celulas· que forman los 
tejidos de sus organos, 'al ser lesionados 0 fraccionados se pueden regenerar 
efectuando cicio celulares. Esta regeneracioll podria variar desde la produccion de 
I . 	 un nuevo organismo como en el caso de la planaria y muchas plantas hasta la 
I 	 formacion de un organo como en el caso del cangrejo 0 la generacion de una 
simple cicatrizacion en organismos como el ser humano. 
De acuerdo al grado de diferenciacion , las celulas de los tejidos pueden 
responder 0 no de manera diferencial al proceso de regeneracion mediante ciclos 
celulares. Por ejemplo, las neuronas son altamente diferenciadas y no se pueden 
regenerar, mientras que las celulas del hfgado si pueden regenerar 2/3 del total· 
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del organo. La capacidad ,que poseen las celulas de un tejido para generar un 





2.1.4. Sistema inmunologico. En los mamfferos, el sistema inmune esta formado 
por diferentes tipos de celulas, responsable de la inmunidad celular y humoral. En 
la inmunidad celular, los linfocitos T aumentan su poblacion ante la presencia de 
.un agente extra rio 0 antigeno el cual se convierte en un agente inductor de cicio 
,celulares (agente mitogenico). 	 Este principio, se utiliza para la ,?btencion de 
cromosomas a partir de sangre 'periferica, en el que se usa como mi~ogeno una 
lectina denominada fitohemaglutinina. extraida del frijol comun (Phaesolus 
vulgaris). 
2.1.5. Formacion de gametos. Los organismos mamrfe~s para su reproduccion 
sexual producen celulas gameticas en sus tejidos gonadales mediante una division 
celular lIamada meiosis, la cual consiste en dos divisiones celulares sucesivas con 
reduccion a la mitad (n) del numero 2n de estructuras cromosomicas visibles al 
microscopio y de la cantidad c de material genetico. En este caso a partir de una 
'celula podrfan generarse teoricamente, cuatro celulas gameticas. 
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2.2. TIPOS DE CELULAS. 

Teniendo en cuenta las razones anteriores, las celulas 0 tejidos que realizan 0 no 

" ,cicio celular, se pueden agrupar en dos grandes categorras: 
2.2.1.Ce/u/as no ciclicas, aquellas que en condiciones normales, no realiza cicio 
. celular. Por ejemplo, las neuronas, celulas del sistema nervioso de mamiferos yen. 
. general tejidos altamente diferenciados. 
2...2~2.Ce/u/as cic/icas 0 proliferativas aquellas que debido a su papel en el 
org~nismo 0 en circunstancias especiales, efectuan ciclos celulares. Por ejemplo 
organismos unicelulares, tejidos meristematicos,cambium vascular de plantas, !os 
tejidos embrionarios de animales y plantas, los'tejidos gonadales, 6rganos 
hematopoyeticos, la piel y el tract~ gastrointestinal. 
.2.3. FASES DEL CICLO CELULAR. 
2.3.1. Generalidades 
EI cicio de divisi6n de una celula eucari6tica,' consta de cuatro procesos 
secuenciales: crecimiento en volumen 0 tamalio, duplicaci6n del material genetico 
(ADN), distribuci6n de los cromosomas en las celulas hijas y divisi6n celular. De 
. acuerdo a la visuaJizaci6n bajo el microscopio de luz, una celula se puede 
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clasificar dependiendo del estado de cicio en dos fases principales: InterfaM 
(celula con nUcleo) y mitosis (celula con cromosomas) (Figura 1). 
2.3.2. La intarfase. se puede definir como una etapa de gran actividad biolOgics 
en Ia que el material genetico en forma de cromatina se encuentra disperso en eI 
nucleo y en eI cuaI se da Is repiicaci6n y transcripci6n del DNA. Por OUO Iado, Is 
interfase se puede subdividir en tres periodos denominados G1, 5 Y ~ (Figura 1). 








Figura 2. Fues del cicio c......... (Tornado The C.eft. Cooper. 2000) 

2.3.2.1. PerIodo G1- AI comparar distintos tipos de c81uIas de mamifero, es el 
periQdo mils heterogeneo del cicio celutar. En condiciones normales, puede variar 
desde fracciones de hora, promedios de 5 a 8 horas, hasta eI tiempo de vida de 
una celula diferenciada, periodo Go. En Ie fase G, se encuentta at denominado 
sitio de restricci6n, en et cual se evalua si fa calula tiene condiciones 0 no para 
dupficar su material genetico. Atgunas condiciones Iimitantes de la progresiOn 8 Ia 
siguiente fase S son: concentraciones adecuadas de nucte6tidos, factores de 
crecimiento, aminoilcidos, daoo genetico y espaciO que ocupcrin laS nuevas 
cetutas hijas, entre otros. Si alguno de los parilmetros mencionados no cumpte los 
requisitos, podria ser causa para que Ia cetula 0 un cultivo de c81u&as permanezca 
en G, de manera indefinida. 
20 
Los factores que afectan el sitio de restriccion, punto de partida hacia la siguiente 
fase del cicio son muy importantes cuando se realizan cultivos celulares in vitro. 
Algunos de estos factores son nutrientes, hormonas, facto res de crecimiento y 
enzimas quinasas dependientes de la ciclina los cuales se ha demostrado que son 
determinantesen la iniciacion y desarrollo de procesos cancerososya que el tejido 
maligno ha perdido su sitio de restriccion tal vez debido a mutaciones ocurridas en . 
cualquiera de los genes que regula el sitio de restricc!on en la fase G1. 
2.3.2.2. Fase S. La duracion promedio para este periodo en celulas de mamifero 
es de 6 a 8 horas y es particular para cada especie y tejido. Es un periodo en el 
. cual ocurre la duplicacion de replicones tempranos/ y tardios contenidos en el 
'material genetico: En los replicones tempranos se duplica la eUQr:omatina rica en . .' \ 
citosinas y guaninas (G=C), geneticamente activa. En la parte terminal del periodo 
> . S se duplica la 'heterocromatina ,~(mstitutiv~ ,Iica en adeninas. y. timinas (A=T) , 
gen,eticamente inactiva y la heterocromatina !!cultativa. la cual es altamente 
. , 
reg~lada en la expresion genica, como sucede con el cromosoma X inactiv~ en las 
hembras de mamfferos. 
" 
2.3.2.3. Periodo G2•. La duracion promedio de este perfodo en celulas de 
mamiferos ,es de 2 a 3 horas. Esta comprendido entre el final de la fase S y el 
inici~ de la fase mitotica y la celula se prepara para condensar el material genetico 
en 'estructuras compactas observables al microscopio de luz, denominados 
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cromosomas mit6ticos. En esta fase la celula efectua una serie d~ controles. para 
chequear entre otros aspectos, la duplicaci6n total del material genetico y la 
integridad del genoma referido a la presencia de dano. Este punta de chequeo se 
. 
denomina de no retorno . y tambien es mediado por enzimas quinasas 
dependiente de ciclinas. 
2.3.3. Division CelularMitotica. Es una serie continua de eventos que 
conducen a que el material genetico ya duplicado se reparta con precisi6n en las 
celulas hijas. La fase mit6tica dependiendo de los grad os. de condensaci6n y 
compactaci6n cromos6mica visualizados a. trayes ,del microscopio, se dividen eri 
cuatro etapas: prometafase, metafase, anafase y telofase (Figura 3). En la Tabla 1 
se h~ce una breve descripci6n de los eventos mas importante~ que se lIevan a 
. . 
cabo er cada una de estas etapas de la mitosis. 
" .. 
En' cultivo in vitro de celulas y tejidos, si se adiciona un antimit6tico al cultivo tales 
". 
como colchicina 0 colcemid,clas celulas en etapas mit6ticas pueden avanzar desde 
pro~etafase hasta metafase donde pueden permanecer un promedio maximo de 7 
horas, tiempo en el cual se observa que la celula continua al siguiente cicio de una 
forma ca6tica. :Por esta raz6n para lograr exteEldidos cromos6micos de buena 




Tabla 1. Fases de la Mitosis. 
PROMETAFASE 1. Los cromosomas formados pordos cromatidas inician su proceso de compactacion 
para formar los cromosomas metafasicos. 
2. La envoltura nuclear y el retlculo endoph~smico se fragmentan en vesfculas. 
3. Se ensambla el huso mitotico y los microtubulos se fijan al cinetocoro de cada 
cromatida que forma la diada, 10 que genera el desplazamiento de los cromosomas 
hacia la zona ecuatorial de la celula. 
METAFASE 1. Los cromosomas se alinean a 10. largo de la placa metafasica, unidos por 
microtubulos a ambos polos del huso mitotico. 
2. Los cromosomas alcanzan su maximo estado de compactacion, relacion de 
1:10.000 con relacion a la interfase. 
ANAFASE 1. ,Las cromatidas hermanas que forman las dfadas de los cromosomas metafasicos 
se separan sincr6nicamente y migran a polos opuestos por acortamiento de las fibras 
, . 
del huso acromatico que estan unidas a cinetocoro. 
TELOFASE 
1~ Los dos grupos de cromosomas hermanos lIegan a los polos. 
2. Se ensambla la envoltura nuclear alrededor de los cromosomas agrupados, 
fenomeno lIamado cariocinesis. 
3. Se reconstituye el reticulo endoplasmico. 
, 






. i' " 
.. - . ~ 
rlgara 3. Fases de .. Milos•. ( Tornado The Cell, Cooper, 20(0) 
. 2.3.4 • . DivIsI6n CeIuIar Mei66ca. Es un tipo de divisiOn celular que sa leva a 
'. 
cabO en orgarnsmos multicelulares 0 en organismos unicelulares que son diploides 
en aIguna tase de su cicio de vida, La meiosis tiene como propOsito Is producd6n 
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de celulas con la mitad (n) del numero 2n de estructuras cromosomicas y de la 
mitad (c) de la cantidad 2c de contenido de ADI\J. En el caso especffico de 
mamiferos este tipo de division celular se realiza en tejidos lIamado gonadas y 
tienen como finalidad la produccion de gametos ya sean espermatozoides u 
ovocitos secundarios. 
En las gonadas, las celulas que realizan meiosis al igual que todas las demas que 
conforman el cuerpo, poseen una dotacion genetica diploide (Rares homologos) en 
donde cada uno de los cromosomas provienen de padres diferentes. 
EI proceso de meiosis se inicia con una duplicacion del material genetico seguido 
dedos divisiones celulares sucesivas. En la primera division los cromosomas 
homologos como' dfadas forman tetradas, las ciuales mantiene ,activo solo uno'de 
sus dos centromeros 10 que determina que las cromatidas hermanas permanezcan 
juntas durante el proceso de segregacion a diferentes celulas hermanas en la 
primera anafase. En la segunda division los dos centromeros de cada dfada 
permfmecen activos 10 cual permite' una division celular semejante a 10 ocurrido en 
mito~is, por 10 tanto cada cromatida hermana se segrega a celulas diferentes. De 
. ';, . 
~sta manera, un gameto solo hereda una copia de cada par homo logo ya sea de 
9rigen materna 0 paterno (Figuras 4 y 5). 
Enla'·rabla 2, se'resumen las fases y subfases de la meiosis I y de la meiosis II . ~ ", ./.. 
anotando los eventos mas importantes en cada caso. 
I ~ • , 
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Meiosis I Meiosis II 
Cuatro celulas 
haploides 
Figura 4. Esquema de .. Meiosis. ( Tornado The Cel, Cooper, 2000) . 
.--.-r_ • 
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Figura 6. E$Iados de .. protase de .. meiosis l (Tornado The Cel~ Cooper, 2(00) 
Tabla2.Fasesy subfas de fa meiosis Iy IL.s 
FASE SUBFASE EVENTO(S) 
Prometafase I Leptotene - Se hacen Yi&ibIes 106 cromOmeros. 




-l.o$ cromosomas homOiogos ae apare<:en formando eaructura 
determinada tetradas. 
- La zona de uniOn molecular entre cromoeomas hom6logos tie 
lama sinapsi6. 
los cmm6meros no- En eI caso de organismos hlbridos 
homOIogos permanecen sin apareat1le formado estructuras 
monovalentes. 
- Se observa eI numam n de Ie especie 
Paquitene -Los cromosomas hom6logos eatan atneados en toda au 
Iongitud 
Diplotene -Sa ob6ervan sedores desapareados en algunos fadDres de Ie 
tetrada. 
- Se oIJ6efvan uniones entre crom8tides no -herman_ 
Damadas quiasmas. 
-Oonde existen zonas quiasm8ticas se pueden reaiZar 
entrecruzamiento entre hom6logos. 







Continua Tabla 2. Fases y subfases de la meiosis 1 y II 
Metafase I -Ha desaparecido la membrana nuclear. 
-Las tetradas se localizan en el plano ecuatorial. 
-EI centr6mero activo de cada diada se une a las. fibras del huso en polos 
opuestos. 
Anafase I -Cada dfada que forma la tetrad a se dirige a polos opuestos .. -" 
Telofase I -Los cromosomas en cada polo genera la intercinesis , 
-Se puede 0 no formar la membrana nuclear:­
-Las celulas resultantes poseen s610 un cromosoma hom610go de cada par, por 
10 que se Ie denomina fase reducional. 
MEOSIS /I , 
'.. 
Prometafase II - Se observan un n numero de dladas: ' 
-
Metafase II - Los cromosomas en forma de dladas se disponen en el plano ecuatorial. 
Anafase II 
• 
-Las cromatidas hermanas son arrastradas hacia los polos opuestos por las 
fibras del huso. 
Telofase II 
, 
- Se form'a la membrana nuclear alrededor de los cromosomas y finalmente se 
forma las celulas gameticas. 
" I 
2.4. CONTROL DE CICLO CELULAR. 
EI conocimiento que permite enten'der como una celula lIega a dividirse se ~a 
obtenido a traves de una serie de experimentos realizados en oodtos y embriones 
tempranos de ranas' y varios invertebrados, complementados con estudios 
geneticos en levaduras. 
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La divisiOn de toda celuia es cuidadosamente regulada con el fin de garantizar 
que las celulas hijas reciban una dotaci6n genetica igual a Ia celula madre. La. 
progresiOn de una cetula eucari6tica a traves del cicio esta regulada por sei\ales 
extemas e intemas expfesadas en las diferentes fases del cicio. En otras palabras, 
los diferentes periodos del cicto en las cuales se chequea Is progresi6n, &Stan 
reguladas en puntos estrategicos de tal rnanera que en G1 se detennina Is 
progresiOn hacia Ia fase S y en G2 se controla Is entrada a mitosis (Figura 7). 
Oa(\o del DNA 
RapllcaciOn compfeta del DNA 
Figuq 7 . Puntas de chequeo del cicio celull,. (Tornado The Cell, Cooper 2000) 
Las senales extracelulares que regulan Ia proIiferaci6n celular en mamiferos 
denominados tactores de eteCimiento participan fundarnentalmente en Is 
progresiOn de Ia celula hacia el sitio de restricci6n en G1. La ausencia de ellos 
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inducea la celula a pennanecer en Go. de la cual s610 puede continuar el cicio si 
se suph;:!menta con los factores de crecimiento. Se ha mostrado una fuerte 
correlaci6n entre la presencia de facto res de crecimiento y la sfntesis de la ciclina 
D para las etapas tempranas del cicio celular. 
~ 
Inicialmente, se demostr6 que oocitos inhibidos en G2, podfan ser inducidos a la' 
.. mitosis mediante inyecciones de un factor citoplasmatico obtenido de un oocito 
previamente estimulado,con hormonas, 10 cual era capaz de pasar la transici6n de 
G2 a mitosis. A ese factor, se Ie denomin6 factor promotor de la maduraci6n (FPM) 
y tambien se demostr6 que esta presente en celulas'somaticas en divisi6n. 
En la decada de los 80's, se demostr6 que el FPM estaba fonnado por dos 
. polipeptidos: uno con funci6n reguladora (ciclina 13) y otro con funci6n catalitica 
(Cdc2). Este ultimo factor es el encargado de laJransferencia del grupo fosfato del 
A TP a residuos especfficos. de aminoacidos tales como, treonina, tirosina y senna 





Figura I. Estructura del Factor Promotor de .. Macluraci6n (FPM). (Tornado The eel, Cooper, 
2000) 
De un lado, el sitio de testricci6n en G1, somate a control, panimetros como 
tamano celuIar, nutr1entes, daoo genetico, presencia de hoononas y factores de 
crecimiento entre otros. De otro lado, eI punto de chequeo G:z 0 sitiO de no retomo, 
se encarga de verfficar la duplicaciOn completa del ADN Y su integridad. En un 
tercer lugar, se encuentra otro punto importante de chequeo realizado al final de Ia 
metafase, que controia la distribuci6n equitativa del material genetico en las 
cetulas hijas, en eI cual sa verifica Is alineaci6n correcta de los cromosomas para 
asegurar su correcta olStribuciOn en las c81uIas hijas. 
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2.4.1.;, Como funciona e/ complejo CdC2- cic/ina p que forman e/ FPM? 
La subunidad Cdc2 se produce constantemente durante todo el' cicio celular pera 
la sintesis de la ciclina pcomienza al inicio de la fas~ S y s610 cuando ~Icanza una 
concentraci6n adecuada se forma el complejo dimerico Cdc2- ciclina P(FPM). el 
cual induce a la celula a entrar a mitosis. Para su activaci6n quinasica, este 
complejo ademas requiere que las treoninas de la subunidad Cdc2 esten 
fosforiladas en dos posiciones criticas: una en la posici6n 6 y otra en las 
posiciones 14 y 15 (Figura 9). Una vez se dan estas condiciones, el FPM puede 
ser activado por la acci6n de la fosforUasaCdc25 sobre los residuos treonina 14 y 
15. 
EI complejo activo de Cdc2-ciclina P induce a la celula a entrar a la fase mit6tica, 
por medio de una sene de reacciones de fosfonlaci6n y con la transferencia del 
grupo fosfato a las laminas de la envoltura nuclear. Una vez transcu~e la mitosis, 
el FPM activa la degradaci6n de la ciclina P mediada por la ubiquitina hasta 





Asodaci6n con Cdks L-~~ CK I 
inhibidores (CKls) 
Fosforilaci6n inhibitoria de 
la Tr"EK)nina 14 y la 
Tirosina 15. 
Ciclina 
Activaci6n de Is 
fosfonlaci.6n de la 
Tf90nina a\rededor 
de 18 pOsici6n 160 
Figura 9.lIecanismo de regulKi6n clelas qu.....dependientas de delina (Cdks). (Tornado 
The CeU, Cooper, 2000) 
Recientemente se ha se ha demostrado que la Cdo;z y Ia dctina p hacen parte de 
una gran familia de proteinas reIacionadas y coflSEHVadas a nival evolutivo, que 
controlan aI paso a traves de las distintas fases del cicio celular. En celulas de 
mamifero, se las denomina quinasas dependiente de ciclinas (Cdks) que serian 
similares aI FPM. 
2.4..2. I.e.. son los naecanismos moleculares que c:omruIan fa PfOI1I8Si6n 
a Int. de las difelenfe$ fases del cicio eelular 811 una eMu.. euari6flea? 
En general, los sitios de control estan mediados por proteinas quinasas 
dependientes de ciclinas que actUan en diferentes combinaciones dependientes 
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del sitio (Figura 7). Por ejemplo, ~I ~lejo Cdk2, Cdk4, Cdkt3 y cidina D juegan 
un papal critico en Ia llegada de Ia ·celula al sitio de restricci6n en G1 y Ia 
progresi6n de G1 a Ia fase S esta regulada principalmente por Cdk2 Y C~ 
asociadas con ciclinas 0 y E particularmente, Ia cielina E es importante en Ia 
transici6n G1/S y 81 inicio de Ia duplicaci6n del ADN. 
Figura 10. Sfntesis Y ....cI6ft de las proteInas cicllnas. (Tornado The CeO, Cooper, 2000) 
La formaci6n del complejo Cdk-ddina estll detenninado por Ia biosintesis y 
deQradad6n de Ia cidina (Figura 10), Ia activaci6n depende de su fosforiaci6n de 
un residuo especifico treonina 6 por una Cdk activadora de quinasas compuesta 
por Cdk7-cidina H. Este complejo activado se &SOCia con eI factor de transaipci6n 





reparacion del DNA y en la transcripcion. Este. complejo Cdk-ciclina es tan 
importante para la vida de la celula que participa en tres actividades distintas: en 
la transcripcion, en la reparacion del DNA y en la regulacion del cicio celular. 
Otros factores externos. que influyen en la progresion del cicio celular de G1 a S 
son los agentes que causan dario en el DNA. ya que la celula debe reparano antes 
de continuar la division. Por ~jemplo. la protefna p53 induce la' slntesis de la 
protefna p21 la cual inhibe el complejo Cdk-ciclina. Otro ejemplo delnhibidores de 
la proliferacion celular en tejidos epitelia!es animales es el factor p-TGF el cual 
detiene la celula en <31 temprana porque estimula la ~fntesis de las protefnas p 15 Y 
~27, la cual bloquea el complejo Cdk- ciclina D debido a que evita la lIegada al sitio 
de restriccion. Otra serial que puede detener la progresion de una celula 
proliferativa normal en cultivo in vitro es la inhibicion por contacto de las celulas 
que crecen adheridas a una superficie en un espacio limitado como Lin frasco de 
cultivo.. 
En celulas de tejido nervioso y musculo esqueletico permanecen detenidas en 
estado. Go durantedias, meses 0 arios porque los sistemas moleculares que 




2.4.3. "De que depende que una celula se pueda dividir n veces? 
EI numero de celulas que determina 91 tamano de los organismos multicelulares 0 
las poblaciones celulares de diferentes tejidos especializados, depende de un 
programa genetico que involucra mecanismos de. proliferaci6n, superviviencia y 
muerte celular y senescencia. 
2.4.3.1. La proliferacion en organismos multicelulares depende de senales como 
factores de crecimiento los cuales plJeden provenir de otras celulas y se unen a 
receptores de superficie quienes transmiten la senal al interior celular y estimula la 
divisi6n celular a traves del complejo Cdk-ciclina. Por regia general, las celulas 
animales que crecen en cultivo requieren la combinaci6n de factores de 
crecimiento especfficos de tal manera que con un numero relativamente pequeno 
de factores de crecimiento podrian ser suficientes para inducir proliferaci6n en 
celulas de difererites tejidos. En la Tabla 1 se muestran algunos factores de 
crecimiento y su acci6n especffica. 
Elcancer por ejemRlo, es una afecci6n que altera 6rganos y tejidos de qrganismos 
multicelulares y se manifiesta con una proliferaci6n continua de celulas que nunca 
padecen la senescencia. EI origen del cancer se localiza en mutaciones de genes 
que de una fonna u otra estan implicados en el control del cicio celular. Existen 
dos categorias de genes que promueven el cancer: genes que codifican proteinas 
involucradas en la divisi6n celular normal y los que codifican productos 
· ­
36 
antiproliferativos y los genes supresores de tumores que participan normalmente 
en la represion de productos inductores de la proliferacion. De la misma manera 
una mutacion en un gen puede producir sobreexpresion de una protefna que 
genera multiplicacion celular. A ese gen mutado se Ie denomina oncogen rnientras 
que al gen version normal se Ie denomina protooncogen. 
Tabla 3. Factores de crecimiento y su acci6n especifica. 
i FACTOR DE CRECIMIENTO 









Estimula la proliferaci6n de celulas de tejido 
conectivo. 
Estimulan la proliferaci6n de diferentes tipos de 
celulas (piel y embrionaria) 
Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF­
1) 
Factor f3 de crecimiento transformante (TGF-fJ). 
Multiples subtipos. 
Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 
Interleukina-2 (IL-2L 





Promueve la su pervivencia , estimula el 
metabolismo. Colabora con otros factores para 
estimular la proliferaci6n celular. 
Potencia 0 inhibe la respuesta de la mayorra de 
celulas a otros factores de crecimiento. Regula la 
diferenciaci6n de algunos tipos celulas. 
Estimula la proliferaci6n de much os tipos de 
celulas. Inhibe la diferenciaci6n de muchos tipos 
de celulas. 
Estimula la ~0liferaci6n dellinfocito T activado. 
Promueve la supervivencia y la permanencia en 
Go de los tipos especfficos de neuronas. 
Estimula la proliferaci6n y la supervivencia de' 
celulas precursoras de distintos tipos de celulas 
sangufneas. 
Eritropoyetina Promueve la supervivencia, proliferaci6n y 
i diferenciaci6n de los precursores de los gl6bulos 
I rojos sanguineos. ,i 
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2.4.3.2. La sobrevivencia 0 la capacidad de sobrevivir de una celula depende de 
la edad, de la especie y de la programaci6n gehetica de un organismo para 
dividirse un determinado numero de veces. Por ejemplo, se estima que los 
fibroblastos de un feto humano s610 puede realizar alrededor de 80 ciclos 
celulares, mientras que los fibroblastos de un organismo adulto s610 podrian 
realizar 40 ciclos. 
2.4.3.3. La senescencia 0 la perdida de capacidad para dividirse e involucra 
eventos como acortamiento de tel6meros y acumulaci6n de il1hibidores 0 perdidas 
de Cdks. Por esta raz6n, en cultivos celulares in vitro, es recomendable 
implementar protocolos que permitan obtener lineas celulares establecidas que . 
sean inmortales 0 lineas que puedan ser mantenidas y replicadas de manera 
'continua 	 sin lIegar a la senescencia, utilizadas para fines experimentales 
particulares. 
2.4.3.4. La muerte celular programada 0 apoptosis es el resultado de la 
activaci6n de un programa genetico de suicidio que ocurre durante el desarrollo 
embrionario y en tejidos adultos. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario en 
el sistema nervioso una forma de regular el numero de celulas en e\ tejido, es 
m~diante la muerte de mas 0 menos la mitad de celulas. Dtros ejemplos, en el 
desarrollo fetal, el delineamiento de las regiones interdigitales de los dedos de las 
manos yde los pies y la desaparici6n de la cola durante la metamorfosis de 
anfibios. En tejidos adultos como el epitelio de la piel, del tracto gastrointestinal y 
el tejido sangufneo mueren cada segundo mil/ones de celulas, porapoptosis. 
Cuando una celula muere de un dalia agudo, tfpicamente se hincha, se revjenta y 
derrama su contenido sobre la celula vecina la cual reacciona favorablemente al 
estlmulo suicida controlado por una familia de proteasas, se colapsa el 
citoesqueleto, se desensambla la envoltura nuclear y se fragmenta el ADN 
. causando la necrosis celular, en un area de tejido aledalio . 
. 2.5. SINCRONIZACION CELULAR. 
Para realizar estudios celulares en una fase especffica del cicIo celular como G, 5, 
G2 0 M, se requiere obtener un numero grande de celulas de la fracci6n de 
interes,por 10 tanto,es. recomendable implementar estrategias que permitan 
detener las celulas en la fase del cicio requerida sin causar mayores 
perturbaciol'les en el metabolismo celular que impida la progresi6n a las siguientes 
fases. 
2.5.1 Sincronia natural. Por ejemplo, los embriones de erizo de mar conservan su 
sincronia natural en todas las fases del cicio en las tres primeras divisiones. " 
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Utilizando este principio se pueden obtener bajo condiciones controladas de 
laboratorio grandes cantidades de embriones que inician su division de manera 
sincronica. 
2.5.2 Gradiente de Sedimentacion 0 Clasificador de Celulas. Se pueden 
obtener al menos dos fracciones celulares correspondientes a G1 y G2/M. 
2.5.3 Adhesion celular a superficie de vidrio 0 plastico. Las celulas de 
mamfferos cultivables, generalmente se vuelven esfericas cuando lIegan a la fase 
mitotica 10 cual permite que se desprendan facilmente de manera mecanica a 
traves de un golpe suave. Si esta fraccion se siembra en condiciones optimas de 
cultivo in vitro, las celulas continuan de 2 a 3 ciclos de manera sincronica. 
Las celulas que crecen adheridas a una superficie pueden permanecer en G1 una 
vez se agote el espacio donde ellas crecen. EI tiempo que puede pemlanecer una 
celula en esa fase G1 es relativamente largo, pero depende del tipo de linea, del 
• 
tejido y de la esp~cie. A muy largo plazo, se puede afectar la viabilidad celular. 
2.5.4 Sustancias inhibidoras de la progresion de una fase particular del cicio. 
Teniendo en cuenta el efecto de las sustancias en cada una de las fases los 
podemos clasificar en los siguientes ,grupos: 
'.. 
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2.5.4.1 Sustancias antimitoticas. Ejercen su accion interfiriendo con los 
componentes del huso mitotico bloqueando los componentes de la p-tubulina 0 la 
depolimerizacion de la fibra del huso. Dentro de estas sustancias se encuentran 
varios alcaloides. como son la c'blchicina, vinblastina, vincristina, taxol, colcemid. 
Estas sustancias son usados como medicamentos puros 0 mezclas para 
tratamiento de neoplasias. La colcl"iicina y el colcemid han sido tradicionalmente 
usados como antimitoticos en los procedimientos para la obtencion de extendidos 
\ 
cromosomicos ya que son excelentes bloqueadores de la fase mitotica y no altera 
. significativamente el grado de compactacion de la estructura cromosomica. 
2.5.4.2 Sustancias inhibidoras de /a fase S. Intervienen bloqueando la slntesis 
de DNA a nivel de la slntesis de nucleotidos 0 interfiriendo con las polimer:asas. A 
este grupo de sustancias pertenecen la arabinosido de citosina (ara-C), 
metotrexate (MTX), 5-f1uoruracilo (5-FU), entre otros. EI MTX Y el 5-FU son 
interesantes porque inducen una acumulacion parcial en la parte subterminal de la 
fase S punto en el que termina de duplicarse la eucromatina y comienza a 
.. 	 duplicarse la heterocromatina constitutiva y facultativa. Este bloqueo puede ser 
liberado facilmente por la incorporacion via exogena del nucleosido de timidina 0 
su analogo 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdUrd). Por esta razon, estas dos sustancias 
son utilizadas como agentes sincronizadores para la obtencion de bandas R­
replicativas. 
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2.5.4.3 Sustancias que bloquean en G1• Las concentraciones altas de 
deoxitimidina puede inducir bloqueo en la fase G1/S y en toda la fase S en un 
primer cicio de replicacion, si las celulas son Jiberadas durante un tiempo 
equivalente a la fase S y se realiza un segundo bloqueo toda la poblacion celular 
\ 
quedadetenida en ellfmite G1/S. Este es uno de los metodos menos traumaticos 
para obtener celulas en esta fase. 
2.5.4.4. Deprivacion de aminoacidos 0 de factores de crecimiento. Otro 
metodo recomendable que acumula celulas en G1, sin embargo este metodo no 
produce poblaciones homogeneas en el limite G1/S sino celulas distribuidas a 10 
largo de toda la fase G1. 
A nivel citogenetico, para realizar la sincronizacion celular de un cultivo in vitro, es 
importante . conocer el punto de bloqueo ocasiol}ado por un determinado 
compuesto en una fase particular del cicio. Lo anterior permite determinar despues 
de Jiberado el bloqueo el tiempo requerido para que la celula progrese hasta la 
mitosis con el fin de obtener un rlumero signi'ficativo de celulas. En la prometafase, 
por ejemplo, se pueden obtener extendidos cromosomicos con un bandeo de alta 
resolucion. 
En nuestra experiencia hemos estandarizado la obtencion de extendidos 
cromosomicos en prometafase, dependiendo de los objetivos del experimento. En 
la figura 8 se muestran tres niveles de compactacion de cromosomas que 
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muestran los diferentes tipos de bandas que se pueden resolver. Por ejemplo, un 
cromosoma en prometafase inicial (Figura 11 A) es util cuando se quieren 
chequear microdeleci6nes, un cromosoma en prometafase intermedia (Figura 
118) se usa fundamentalmente para evaluar translocaciones crfpticas 
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Figura 11. Gnado de compactaciOn de los cromosomas humanos entres lases distintas"''' 
profase-matafase. (A) PrometafaSe ink• ., (8) prometafase inte....dia y ee) ......... 
utilizando bandeo R~o (laboramrio Citogenelica Ie Sede). 
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CAPITULO 3 
3. MODELO EXPERIMENTAL PARA EL ANALISIS CROMOSOMICO I· - . . 
3.1. PROCEDIMIENTOS CITOGENETICOS UTILIZADOS PARA ES"rUDIOS 
CROMOSOMICOS. 
3.1.1. OBTENCION DE EXTENDIDOS CROMOSOMICOS. 
Una placa 0 portaobjetos con extendidos cromosomicos se puede obtener a partir 
de diferentes tipos de celulas y tejidos, tales como, medula osea, biopsia de piel, 
de pUlmon, renal, etc 0 de cultivo in vitro de diferentes celulas 0 tejidos como 
medula osea, linfocitos de sangre periferica, celulas embrionarias, tejido' gonadal, 
entre o.tros. En el caso de los· ma~ iferos, se utilizan principalmente loslinfocitos 
de sangre periferica por la facilidad en la obtencion de la muestra, la disponibilidad 
; . 
~ 
del protocolo de cultivo y la facilidad en el procesamiento de la muestrq. 
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Otra ventaja que tiene el cultivo de sangre peliferica es que los linfocitos T 
contenidos en ella, pueden ser estimulados en cultivo in vitro a entrar a la fase 
proliferativa utilizando una lectina de origen vegetal inductora de Ja division celular . 
. Una vez estimuJados, los linfocitos T pueden dividirse durante varias generaciones 
las cuaJes son requeridas en los protocolos de incorporacion de BrdU para la 
obtencion de bandas R-replicativas. Lo anterior, tambien es aplicable a otros tipos . \ 
de bandeo como e\ G y el C en JOs cuales se requiere una adecuada estructura 
cromosomicay un buen numero de mitosis. 
En el Lab.oratorio, se han estudiado individuos distintos de alrededor de 17 
especies de mamfferos, en diferentes proyectos de investigacion. Algunas de las 
especies evaluadas son: cerdos, bo~inos bufalos, equin~s, humanos, roedores 
histricomorfos, primates, ovinos, caprinos, conejos, pecaries,·caninos, entre otros. 
Para asegurar eJ exito de un cultivo celular in vitro, es necesario conocer Jas 
principales . normas de higiene que se deben aplicar a todo laboratorio de 
experimentacion. 
, 
El joven investigador debe practicar las normas de ~Iigiene seguidas en su vida 
diaria. Por ejernplo para iniciar cultivos todo el material de vidrio 0 plastico usado 
en cualquier. procedimiento debe estar completamente esteriJ, si hay dudas sobre 
ello, es mejor volverlo a esterilizar. 
, 
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Los elementos 0 sustancias usadas en el cultivo, deben cumplir con los 
procedimientos conocidos de esterilizacion dependiendo de su naturaleza. En 
ningun caso, se puede ensayar a criterio del joven aprendiz, ya que esto conduce 
a fracasos inminentes. En otras palabras, requiere de un entrenamiento previo. 
Brevemente, se resumen los diferentes parametros que se deben tener en cuenta 
para la obtencion de extendidos cromosomicos de alta resolucion,con el fin de 
construir un cariotipo. 
3.1.1.1. Toma de sangre perirerica en mamiferos. AI iniciar un estudio en una. 
especie de mamifero dada, 10 primero es asesorarse de un especialista en la 
anatomia animal, con el 'fin de seleccionar la vena mas facit de punzar y que haga 
menos traumatico para el animal la toma de la muestra. Una vez seleccionado el 
sitio de sangrado, se deben tener todas las precauciones requeridas de asepsia 
con el fin de no contaminar la muestra. 
Las diferentes venas, usadas para el sangrado del animal en los diferentes 
estudios realizados en nuestro Laboratorio se muestran en la Tabla 4. 
, . 
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Tabla 4. Tipos de venas usadas para toma de muestra en 





Bovinos y Equinos 








Roedores e uenos. 






Yugular y Safena 




gular 0 femoral 0 radial 
fena 0 u ular 
Para' la toma de /a muestra, tambien es muy importante la concentraci6n del 
anticoagulante usado. En general, el mas utilizado es la heparina (Uquemine) a 
una concentr;aci6n 'de 'trabajo de 5000 UI (en humanos), la cual esta disponible a 
,. 
nivel comercial en una ampolleta de 5 ml que, contiene ,25.000 UI. Esta 
concentraci6n tambien requiere evaluaci6n previa, ya que 'no todas las especies 
responden de la misma manera al anticoagulante. En algunos casos, las 
concentraciones menores de 5000 UI pueden dar resultados excelenles en la, 
. , 
calidad de los crqmosomas. En OtrosC8soS, como en la guagua loba (Dynomis
! '\~\ 
branickilY 0 en ei bufalo de rio (Bubalus bubalis) se pueden requerir 
concentraciones mayores de 5000 UI. Visualmenle se puede chequear el efecto 
del anticoagulante en la muestra de sangre como tal 0 durante el desarrollo del 
\ ~ultivo celular incubado a 37°C. 
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Otro anticoagulantes como el EDTA 0 el citrato, usados en ellaboratorio clfnico no 
permiten una adecuada estimllla~i6n de' .Ios linfocitos T para la obtencion de 
extendidos cromosomicos de buena calidad. Por 10 tanto, no se deben utilizar en el 
modelo . experimental para la obtencion de extendidos cromosomicos en 
, . 
mamfferos. 
En resumen, a cada especie de mamifero se Ie debe estandarizar la concentracion 
de la heparina utilizada en la toma de la muestra de sangre periferica, porque las 
altas concentraciones en algunos casos pueden resullar citot6xicas y las bajas 
concentraciones pueden causar coagulacion de la muestra. En ambos casos se 
obtienen extendido~ de mala caUdad. 
\ 
3.1.1 ~3 Selecci6n de medios de cultivo. Si no se conoce el reporte bibliografico, 
~ 	 nosotros iniciamos con medio enriquecido (RPMI 1640y Ham's F-12). En los 
medios mfnimos como MEM esenciales no hemos encontrado buena eslimulaci6n 
y los, cromosomas son de estuctura relativamente debiles, entonces son diffciles 
de evaluar visualmente. 
3.1.1.3. Suplementos de medios. En nuestra experiencia, el suero bovino fetal 
(SBF) y el suero de recien nacido (SRN) son los mejores suplementos. En 
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ocasiones no se requiere 8U usa en cultivos estimulados y cultivados en medios 
enriquecidos, pero se pueden usar bajas concentraciones (5-10%) dependiendo 
del objelivo. La diferencia· principal entre SBF y SRN radica en que el primero es 
suplemenlo de factores de crecimiento mientras el segundo es suplemento de 
nutrientes y ademas es mas barato. En ningun caso el SBF estimula el cicio 
celular en linfocitos de sangre. 
3.1.1.4. Se/ecci6n de mit6genos. Los mas usados son las lectinas vegetales 
. concanavalina A 0 fitohemaglutinina se pueden adquirir de manera comercial u 
obtener a partir de extractos crudos procesados en el LaboratOlio. Nuestra 
experiencia ha demostrado que la preparaci6n de un exlracto crudo de 
fitohemaglutinina a partir de frijol cargamanto seco (Phaseo/us vu/garis)es el 
mejor eslimulador de diferentes subpoblaciones de linfocilos contenidos en la 
sangre. Hasta ahora, lodos los linfocitos T de mamfferos cultivados en el 
Laboratorio responden en mayor 0 menor proporci6n al estimulo de esta lectina. 
En ca'da caso hay que estandarizar la concentraci6n ideal para esa especie 
partiendo de un protocolo original de extracci6n de la lectina, utilizando el 
protocolo presentado abajo. 
La ventaja que tiene el extracto crudo de fitohemaglutinina con respecto a la que 
sa adquiere comercialmenle, es que esta (Illima es una sola lectina purificada, 
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mientras que en el extracto se encuentra un grupo de lectinas que aumentan la 
probabilidad de estimular linfbcitos T en especies no estudiadas. 
Protocolo Preparaci6n Extracto Crudo de Fitohemaglutinina. 
• 	 Se toman 20 grs de frijol cuidando que no tengan manchas 0 lesiones 
producidas por pat6genos. 
• 	 Se sumergen en 100 ml de soluci6n salina 0.9% durante 24 horas a 
temperatura ambiente. 
• 	 En un vidrio de reloj y con la ayuda de bisturF y pinza de garra, se Ie quita la 
cascara y se cortan en finas rodajas. 
• 	 Se macera con la ayuda de un mortero en soluci6n salina, hasta obtener 
una soluci6n homog{mea. 
• 	 Se vierte el macerado en un beaker hasta completar 1 00 ml. 
• 	 Esta soluci6n se centrifuga a 10.000 r.p.m durante 30 minutos. Se toma el 
sobrenadante y se repite el paso anterior por 2-3 veces hasta lograr una 
soluci6n libre de s6lidos. 
• 	 Se diluye en soluci6n salina a concentraciones de 10%, 20% Y se filtra en 
miliporo y seSe almacena a -20°C. 
Para iniciar un estudio citogenetico en una especie desconocida, inicialmente se 
deben evaluar aiferentes concentraciones a partir del extracto crudo, antes de 
decidir cual as la concentraci6n con la cual se va trabajar durante todo el 
experimento. En nuestro laboratrorio, se han estandarizado para cada una de las . 
diferentes especies de mamfferos estudiadas, las concentraciones de 
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fitohemaglutinina adecuadas i para cada caso, las cuales se relacionan en la 
, }: siguienfe tabla. 
Tabla 5. .Concentraciones de anticoagulante y mit6geno 







, * Soluci6n de trabajo 5000 Ulfml - Extracto crudo de Fitohemaglutinina a150% 
, 3.1.1.5. Tiempo de cultivo. Gada especie de mamifero, responde de manera 
diferente a las lectinas como se puede ver en las distintas concentraciones 
reportadas en la Tabla 5. Esto aetermina que la muestra cultivada se pueda 
proeesar al segundo, tercer 0 cuarto dia despues de iniciado el cultivo 
dependiendo de la respuesta al mit6geno y del tiempo de generaci6n para realizar 
un cicio celular (Tabla 6). 
AI iniciar el estudio de una especie, se debe estandarizar el tiempo de cultivo 
apropiado para la obtencion de extendidos cromos6micos que permitan realizar el 
',' .' 
'" '-1 ""." , 
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bandeo R-replicalivo, principalmenle, el cual es dependienle de la incorporacion 
del analogo BrdU durante una fase del cicio celular (fase S). 
Los olros protocolos de bandeo no requieren un tiempo exacto de cultivo pero si 
requiere al menos un buen indice mitotico (1M) que puede ser: mayor de 1.0. EI 
indice es la resultante entre el numero de mitosis con..~adas sobre el numero de 
celulas totales, multiplicados por 100, segun la siguiente foimula: 
1M =# celulas mit6ticas x 100 
# celulas totales 
Los tiempos de cultivo que se pueden ensayar inicialmente pueden estar entre 48, 
54, 60, 66 Y 72 horas -de cultivo, tomando de referencia el tiempo de cultivo de 
linfocitos humanos que es el mas estudiado. Si en estos rangos, no se obtienen 
los resultados esperados, se chequean tiempos mayores de 72 horas, hasta 94 
horas, que es el tiempo limite de division de un linfocito en cultivo. Una vez 
establecido el tiempo donde se obtengan buen indice mitotico con buenas 
estructuras cromosomicas se toma como tiempo de referencia para ese 
organismo. 






Tabla 6. Tiempo de cicio ~horas), horas en BrdU y tiempo de antimitotico en 
diferentes individuos mamiferos. 
Tiempo de cultivo Pulso terminal de Tiempo en 
ESPECIE DE MAMiFERO ESTUDIADA (Horas) BrdU (Horas) antimit6tico 
(min) 
SUS scrota (cerdo) 5.060 30 
Agouti taczanowskii (guagua de 72 7.5- 8.0 40 
,iparamo) \ 
Agouti paca 70 7.0 30-60 
Equus cabal/us )equinos 60-72 6~0 30 
Cabra, ovejo domesticos 60 7.0 30 




Alouatta seniculus (primate) 
 ,30-4560 6.0 
Cebus capucinus (plimate) 6.5 3066 
Sairriiri sciureus boliviensis (tit!) 60 
Bas taurus (bovino) 6.060-70 
6.0 
JI~oPecari tajaccus (cerdo salvaje) 72 6.0 
Bubalus bubalis (bufalo) 7.0 6066-70 
rno sapiens (humano) 3056 6.0 
* Colcemid (1 Oug/ml) 0 colchicina (0.04%) 
3.1.1.6. Pulso terminal de BrU para Bandas R-replicativas. En la Tabla 6 se 
relacionan los pulsos de'tiempo de exposicion del cultivo al BrdU, obtenidos para 
los diferentes organismos estudiados en nuestro laboratorio. Como se muestra, el 
pulso de BrdU para obtener estadio III de la fase S de replicacion (que es el ideal 
para evaluar bandas R-replicativas) yarra entre las especies de mamfferos yesta 
relacionado con la duracion de los perfodos G2 y S del cicio celular. 
Este tiempo de incorporaci6n de BrdU es un punto crucial que se debe 
estandarizar en el protocolo experimental de cada organismo que se pretende 
," ,". ·4 
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evaluar, ya que de ello depende el estadio de replicaci6n para la evaluaci6n de las 
bandas. Por 10 tanto, al iniciar el experimento se deben realizar ensayos iniciales 
!comenzando con 4, 5, 6, 7 Y 8 horas de exposici6n a BrdU antes del 
procesamiento del cultivo, teniendo como referencia la dur~ci6n en linfocitos 
humanos. En nuestra experiencia, se observa gran variabilidad en distintas 
especies, por ejemplo, en cerdos el tiempo ideal es de 5 horas, mientras que en 
guaguas puede lIegar a ser de 8 horas de exposici6n a BrdU (Tabla 6). 
\ 
Estos tiempos de exposici6n a BrdU tambien son importantes cuando se desea 
evaluar la cinetica proliferativa de los linfocitos con el fin de determinar la duraci6n 
de las fases del cicio 0 el tiempo promedio de cicio. Mediante esta tecnica, en la 
fase S del cicio, se pueden determina( 6 estadios replicativos: cuatro estadios 
corresponden a la fase S, uno a la fase G1 y otro a la fase G2. 
Brevemente, se describen, el significado de cada uno de los estadios replicativos 
en la cronologfa de la replicaci6n del genoma humano. En la Figura 12, se 
muestra la ubicaci6n aproximada de cada uno de los estadios de replicaci6n sobre 
el esquema del cicio celular. 
Estadio VI: corresponde a la poblaci6n de celulas que en el momenta de agregar 
el BrdU se encontraban en la fase G2 del cicio celular. 
Estadio V: corresponde a la poblaci6n de celulas que estan ubicadas en la ultima 
fracci6n de la faseS ya punto de entrar a G2 en el momenta de agregar BrdU. 
'" ',' 
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Estadio IV: corresponde a la poblacion de celulas que estan ubicadas en el 
ultimo tercio de la fase S, en el momenta de agregar el analago. 
Estadio III: se encuentra la poblacion de celulas en las que ha transcurrido la 
mitad de la fase S, en el momenta de agregar el analogo.'\En este estadio, se ha 
\ \ 
d~plicado el genoma en las regiones correspondientes a las bandas R-replicativas 
(las cuales colorean oscuras con Giemsa) y faltan por duplicar las bandas G (las 
cuales colorean claras con Giemsa). Esta es la razon por la cual este estadio es el . 
apropiado para realizar estudio de cariotipo con band as R-replicativas. 
En este estadio, aun no se ha replicado el X inactiv~ de las hembras de 
mamfferos, por 10 tanto, incorpora BrdU durante toda su replicacion y por eso se 
muestra palido cuando se colorea con Giemsa. Esta es la razon, por la que es facil 
su visualizacion cuando se detecta a traves de estasbandas. 
Estadio II: corresponds a la poblacion de celulas que estaba iniciando la fase S, 
cuando se adiciona el BrdU, por 10 tanto, la rriayoria de los cromosomas son 
levemente bandeados y su coloracion con Giemsa muestra un patron mas palido 
que de bandas oscuras frecuentes. 
Estadio I: son las celulas que se encuentran en G1 e inician su fase de 
duplicacion en presencia del BrdU, por 10 tanto, su patron de coloracion es 




Figufli 12. Esquema del cicio celular que muestra .. ubicaci6n de c:ada uno de los estadios 
replicativos en Infocitos de sangre perftrica en humanos. (Camargo y CeOvenka, 1981). 
Mediante aste procedimiento sa puede detenninar Ia cronologia de Ia duplicacion 
crom0s6mica del, genoma, de cualquier mamifero. Sin embargo, para poder llevar a 
cabo esta determinaci6n, se requiere previamente mapear el tiempo de Ia fase y 









Figura 13. Estadios Replicativos de algunos cromosomas (2,4, 6,12, 13 Y 18) del genoma 
humano de linfocitos de sangre perfirica, utilizando pulso terminal de BrdU. (Laboratorio 
Citogenetica la Sede). 
58 
En resumen, para determinar la cronologfa replicativa en el genoma de cualquier 
especie de mamffero se requiere estandarizar cada uno de los parametros 
utilizados en los procedimientos citogeneticos de cultivo celular para la obtencion 
de extendidos cromosomicos tales como: toma de la muestra, medio de cultivo, 
seleccion de la concentracion del mitogeno, usa de hipotonica, pulso terminal de 
BrdU, tiempo de cultivo y concentracion y tiempo de antimitotico. 
Las bandas R-replicativas basadas en los estadios replicativos, tambien son utiles 
para evaluar el efecto genotoxico de una droga 0 agente que bloquea 0 que cause 
dana en la estructura cromosomica en alguna fase especffica del cicio. 
Ademas, tienen especial aplicacion en la determinacion del sexo cromosomico en 
especies de mamiferos. Por ejemplo, en organismos diploides como las hembras 
de mamfferos, se ha encontrado que poseen un cromosoma ~ activo el cual 
bandea similar a los autosomas y un cromosoma X inactiv~ que es de facil 
visualizacion como se puede observar en la (Figura 15). Tambien facilita la 
deteccion de anormalidades estructurales cromosomicas que sean visibles al 




Figura 14. Cromosomas X en estadio • replicativo, de diferentes grupos de mamiferos: 
Grupo A: Hominidos como Homo sapiens (Hs)(humanos), Pan panicus (Pp) (chimpance), Cebus 
capuckJus (Cc (mico capuchino), Alouatta seniculus (As) (mono aullador) y Saimiri sciureus 
boIMensis (1itI). Grupo B: Hystricomorfos Hidrochaeris hidrochaelOus (Hh) (chiguiro), Dasyprocta 
punctata (DpXiieque). Agouti paca (Ap)(guagua de tierra caliente) y Agouti taczanowskii 
(A(J(guagua de paramo). Grupo C: Cerdos Sus scrota (Ss). Tayassu lajacu (Tl) (sain~) y el Grupo 




Figura 15. Cariotipo 2n--46XX humano con bandas R..replicativas a partir de linfocitos de 
sangre periterica. Sobresale el X inactivo (claro), marcado con fa flecha. (laboratorio 
Citogenetica la Sede). 
De igual modo, las bandas R-replicativas son Litiles para evaluar el cromO$oma Y y 
observar su grado de polimorfismo heterocromatico entre individuos de la misma 




Figura 1&. DiverSos cromosomas Y humanos donde sa muestra Ia asin__ lateral y 
direrentes patrones de polrnorfismo, 10 cual puede ser usado para estudios cte palemidad. 
(Laboralorio Citogenetica Ia Sede). 
A 








Figura 17. Cromosomas Y en estadio • replicativo, de diferentes grupos de mam. ros: 
Grupo A: Hominidos como Homo sapiens (Hs (hombre), y Sainirisci..-eus boIviensis (titf), Cebus 
capucinus (CcXmico capuchino) y Pan pen;cus (PpXchinpance). Grupo B: Hysbicomorfos Agouti 
taczanowslci (At), Hidrochaeris hDochaerous (Hh) (chQuiro), AgouIj paca (Ap}(guagua de tierra 
edenle) y Dasyprocta punctata (Op (l'Ieque). Grupo C: Cemos Sus scroA'l (Ss (cetdo), Tayassu 
tajacu (Tt(salno) y eI,Grupo D: Rumiantes 80s taUlUS (Bt) (\oro) y Bubalus bubalis (Bb).(bUfalo) 






Ambos cromosomas sexuales X y Y se- han utilizado en estudios de filogenia y 
para evaluar los origenes paterno 0 materno de 
\ 
slndromes geneticos 
principal mente como diagnostico citogeneticoen humanos (Figura 14 y 17). 
31.1.7. Selecci6n antimit6tico y tiempo de exposici6n: colcemid vs 
colchicina. 
EI tiempo promedio para este bloqueo se ha encontrado entre % y 'I h para la 
obtencion de extendidos metafasicos de buena calidad. Si se desea obtener 
extendidos mas prometafasicos se debe bloquear solo 20 min en presencia del 
antimitotico. 
De un lado, el colcemid produce una estructura menos compacta y la colchicina 
produce efectos de compactacion mas rapida, por 10 tanto, dependiendo de los 
objetivos del experimento, se puede seleccionar uno u otro compuesto. En 
algunos casos se pueden combinar el bromuro de etidio a concentraciones de 
5ug/ml mas el colcemid durante 1 h para lograr extendidos prometafasicos de alta 
resolucion combinado con alto numero de mitosis. 
EI bromuro de Etidio por ser un agente intercalante del DNA, evita la compactacion 
excesiva de los cromosomas en mitosis. Por est a razon, se pueden obtener 
cromosomas menos compactados con un tiempo largo de exposicion al 
antimitotico. 
'-' . 
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3.2. PROCESAMIENTO PARA LA OBTENCION DE EXTENDIDOS 
CROMOSOMICOS. 
Para realizar el procesamiento de los cultivos despues de adicionado el colcemid 0 
. la colchicina, el cultivo se centrifuga, se descarta EtI sobrenadante y se Ie adiciona 
una soluci6n hipot6nica de citrato de sodio (0.7%) durante 10 min, si se trata de 
bovinos 0 de KCI (D.D75M) durante 6 min, si se trata de hu~anos 0 roedores. La 
solucion de citrato o'frece cromosomas con estructuras menos compactos pero 
mejora la resolucion con la coloracion, mientras la solucion de KCI produce 
cromosomas mas compactos. 
Para fijar. las muestras se' utiliza fijador fresco preparado con metanol: acido 
acetico en proporcion (3: 1) mediante agitacion fuerte y maniobrando rapidamente 
la muestra . En algunos casos se puede adicionar 1 ml de fijador a la hipot6nica 
cuando se· esta iniciando el a prendizaje , sin embargo, los extendidos 
cromosomicos bajan de caJidad en la estructura de los cromosomas . 
EI goteo de los extendidos cromosomicos se realiza limpiando el portaobjeto limpio 
utilizando preferiblemente etanol puro ya que el metanol puede resultar muy 
toxico. Una vez goteadas las placas, se flamea cuidadosamente controlando la 
temperatura usando como indicador el dorso de la mano, luego se chequea al 






Se muestra en detalle el procedimiento usado en el Laboratorio de Genetica de la 
Sede. 
3.2.1. Protocolo de Obtenci6n de Extendidos Cromos6micos a partir de una 
muestra de sangre periferica. 
3.2.1.1. Procedimiento de cultivo 
Nota: Todo el material utilizado debe haber side previamente lavado con decol e isodine, 

enjuagado abundantemente con agua corriente y agua hirviendo y finalmente esterilizado. 

En cada frasco de cultivo colo car: 

8 ml de Medio RPMI1640 completo (10% SBF) 

100 ul de fitohemaglutinina ' 

1 ml de sangre (equivalentes a 8 gotas) 

Incubar a 37°C durante 72 horas. 

3.2.1.2. Procesamiento de los cultivos 
• 	 A cad a cultivo, agregarle 100 ul de colchicina (0.04%) e incubar a 37°C durante 20, 





• 	 Colocar el contenido de los frascos de cultivo en tubos c6nicos de centrffuga (vidrio 
o plastico) marcados con el c6digo correSlJondiente al cultivo y centrifugar a 2000 
r.p.m. durante 10 minutos. 
• 	 Retirar con cuidado el sobrenadante usando pipeta de plastico preferiblemente, 
. resuspender el bot6n de celulas y agregar 7 ml de KCL 0.075M 0 citrato de sodio al 
0.7%. Mezclar muy bien con pipeta e incubar a 37°C durante 10 minutos. 
• 	 Centrifugar a 2000 r.p.m y descartar sobrenadante. Agregar vigorosamente 6 ml de 
fijador fresco (3 partes de metanol, 1 de acido acetico gl9cial) a cad a tubo, mezclar 
, e incubar durante 15 minutos a Temperatura ambiente. 
• 	 Centrifugar a 2000 r.p.m, retirar el sobrenadante, resuspender el bot6n y agregar 

nuevamente 10 ml de fijador fresco. 

" , 









• Centrifugar a 2000 r.p.m, retirar el sobrenadante, adicionar una pequena cantidad 
de fijador (1 ml a el volumen estandarizado una vez obtenido el primer extendido 
mit6tico a traves del goteo de placas). 
• Goteo de extendidos mit6ticos en placas limpias can etanol preferencialmente. En 
algunos casas, se puede utilizar el pregoteo de las placas utilizando el mismo 
fijador, luego se gotea la suspensi6n celular can la placa pregoteada. 
• Finalmente para realizar goteo del bot6n celular, aste se resuspende en 0.3-0.5 ml 
de fijador fresco. Una fraccion de esta suspension se "gotea" a una altura de 45-50 
cm sabre portaobjetos prelavados can etanol ysumergidos en agua helada. Las 
preparaciones se dejan escurrir de 20 a30 segundos en posicion Iigeramente 
inclinada y luego se flamean levemente para incrementar la expansion 
cromosomica y reducir el trasfondo citoplasmatico. 
• La primera placa preparada de esta manera,se revisa al microscopio de contraste 
de fase,en el cual se evaJua el grado de dilucion y de esparcimiento de los 
extendidios mitoticos. Par ultimo, las placas se almacenan en cajas hasta el 
momenta de ser coJoreadas. 
3.2.1.3. Coloracion homogenea . Los extendidos se colorean con una solucion 
de Giemsa al 5% durante 5 a 8 minutos. No se observan bandas ni caracterlsticas 
particulares de los cromosomas. Se usa para evaluacion de indice mitotico. 
determinacion del numero cromosomico y tipo decromosoma dependiendo de la 
ubicacion del centromero. Estas aplicaciones se descliben en el aparte 4.1.1 de 
cariotipo sin bandas en el siguiente capitulo. 
3.2.1.4. Coloracion diferencial de band as. Los protocolos de cada uno de los 
tipos de bandeos se describen en el capitulo 4. en cad a una de las secciones 
donde se .describen los tipos de bandas utilizadas en la elaboracion de un _ 




objetivo del estudio. Por ejemplo, si se quiere caracterizar una especie, si se 
quiere utilizar como parahletro taxonomico, si se quiere evaluar rearreglos 
cromosomicos 0 heteromorfismo a nivel individual 0 poblacional, entre otros. 
3.2.2. Conservaci6n de extendidos cromos6micos y ~usqueda de las mitosis 
de interes. \ 
, 
Para almacenar los extendidos cromosomicos se pueden conservar cubriendolas 
con resin as neutras tales como Entelan 0 Permount. EI Entelan es ideal porque 
seca rapido y es menos costoso que el Permount, el cual puede demorar hasta 
48h a 24°C de la temperatura ambiental. No es aconsejable utilizar el balsamo de 
Canada ya que en nuestro laboratorio ocasionalmente se ha presentado 
decoloracion completa de la muestra, debido posiblemente a cambio extremo de 
pH. 
Idealmente, los portaobjetos deben ser debidamente marcados utilizando un lapiz 
de diamante colocando la referencia del numero del caso y del cultivo, y un orden 
secuencial que permitan almacenanos adecuadamente. Se debe lIevar un registro 
de cada una' de las muestras almacenadas y de los lugares de almacenamiento, 
las Guales deben ubicarse en sitios alejados de polvo,luz y humedad. 
Es conveniente realizar plantillas para la localizaci6n de los mejores extendidos 0 
mitosis de interes 10 cual facilita la localizacion posterior. Una plantilla sencilla 
" . 
" , 
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consiste en forrar un portaObjetos con cinta de enmascarar en la cual se ubica un 
punto visible a traves del ocular del microscopio una vez se halla seleccionado una 
mitosis de interes. Otra forma faci de ubicar Ia mitosis es utilizar las coordenadas 
del microscopio, sin embargo, s~·\ tiene el inconveQiente que todos los 
microscopios no poseen el mismo sistema de coordenadas. 
Para realizar el rastreo en 10X se.comienza de derecha a izquierda 0 a la inversa 
" 
pero siempre de extremo a extrema como se muestra\en la Figura 18. En 40X se 
ubica la gota de los extendidos y se rastrea en un cuadrado imaginario como se 
muestra en la figura ya que los bordes de la gota generalmente tiene extendidos 
de mala calidad. 
Figura 18. Esquema de Ia direcciOn de rastreo en el portaobjetos con objetivo 10X y 4OX, 
para fa bUsqueda de extendidos cromos6rnicos anambles.' 





3.2.3. Proceso Fotogrclfico. 
Para realizar la fotografla al microscopio de los extendidos cromos6micos de 
interes, se debe utilizar una pelfcula a blanco y negro de alto contraste tales como, 
Pantechnical 2415, Kodalith Ortho 6556' tipo 3 (Europa) y la Ortho Film 6556 tipo 3 
(America), reveladas con 0-19 durante 4 a 5 minutos. 
EI revelador 0-19 puede ser adquirido comercialmente 0 pr,parado con la receta 
convencional (Anexo III). Para lIevar a positivas se usa papel de mediano 
contraste como FORTE FPS-1, peso mediano, el FORTE-BNO, peso sen cillo, el 
FORTE-FPN2, peso mediano y el Kodak Brame II RC N3, peso mediano. Todas 
estas referencias pueden ser reveladas con 0-19 0 0-72 (deptol) y fijadas con 
fijador universal. 
Entre el praceso de revelado y fijaci6n es recomendable usar agua acidulada (5% 
de acido acetico), 10 cual evita el pronto amarillamiento del papel fotografico. 
II 
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4. MODELO EXPERIMENTAL PARA EL ANALISIS CROMOSOMICO II• 
4.1. ELABORACION DE UN CARIOTIPO. 
4.1.1. CARIOTIPO SIN BANDAS 
EI cariotipo se define como el arreglo sistematico de los cromosomas ya sea a 
partir de un dibujo, una imagen, 0 una fotografia donde se supone que los 
~romosomas de una celula, tipifica tanto al individuo como a la especie. De otro 
lado, . se denomina un idiograma a la representacion diagramatica de cada uno de 
los cromosomas del cariotipo con bandas 0 sin bandas . 
Cuando se propone efectuar un cariotipo se pueden encontrar dos grandes 
categorfas de organismos: aquellos que en mitosis compactan la cromatina en 
" , . ~ . 
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forma de cromosomas metafasicos, visibles ai, microscopio de luz y los que no 
Iogran este tipo de estructura. 
Para este ultimo caSO, el estudio del cariotipo se realiza utilizando electroforesis de 
campo pulsado la cual permite la separacion de macromoleculas en bandas de 
diferente peso molecular las cuales se logran visualizar en un gel. Se tiene como 
inconveniente que no se puede determinar el grado de ploidia que posee el 
organismo, ni distingue entre dos cromosomas que posean' similar numero de 
pares de bases. 
Para los organismos que compactan los cromosomas en mitosis, sa usan los 
rnetodos establecidos por la. citogenetica clasica para la realizacion de un 
cariotipo, el cual se puede realizar a partir de cromosomas no bandeados (Figuras 
16, 17 Y 18) 0 usando metodos de bandeo apropiados para cada caso (Figuras 
19, 20., 21 Y 22). 
. Figura 19. Cariotipo de Das)'plOCta spa (neque 0 guatfn) 2n= 66XX con tinci6n homogenea 




Cuando' se, de'sea elaborar un cariotipo con cromosomas no bandeados se siguen 
los siguientes pasos: 
4.1.1.1;- Conteo de Cromosomas. En una muestra que se va a analizar, se 
detemlina el numero cromos6mico del organismo en un numero representativo de 
50 mitosis, que permitirla descartar la posible -v8Qaci6n en el numero cromos6mico 
par perdida de. cromosomas"debido a problemas tecnicos y se descartan las 
posibles asociaciones entre cromosomas acrocentricos observados 
frecuentemente entre ellos. 
, . 
Para determinar el n(lmera cromos6mico de una especie, -se requiere ademas, 
, evaluar un numero representativo de individuos de ambo.s sexos de esa especie, 
, para descartar posibles variaciones dentro de organismos considerados de la 
misma especie 0 detectar posibles polimorfismos. poblacionales. EI numero de __ 
organismos ~analizar depende de la disponibilidad de individuos para el estudio, 
aun cuando idealmente se recomienda un tamario muestral siguiendo los criterios 
" 
estadlsticos 0 dependiendo de los objetivos trazados en la investigaci6n. 
, . 
Luego de r~alizar el conteo de los cromosomas, se procede a la localizaci6n del 
centr6mero, 10 cual nos permite determin~r los Q9s brazos que posee un 
cromosoma: p 0 brazo corto y q 0 brazo largo. De la relaci6~ obtenida ~ntre los 
brazos de', los cromosomas se pueden" clasificar ' como metacentrico, 
, 
submetacentrico, acrocentrico 0 subtelocentrico. Para esta clasificaci6n, es 
necesario determinar los Indices centromerico ybraquial (Tabla 7). 
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4.1.1.2. ealculo de Indice eentromerico (Ie): se obtiene relacionando el brazo 
. corto con la longitud total del cromosoma y se expresa en porcentaje de acuerdo a 
la siguiente relaci6n: 
L ., 
Ie = P x 100 
L 
T 
k =Longitud del brazo p; LT =Longitud total del' cromosoma 
4.1.1.~. ealculo dellndice Biaquial (IB). Relaciona la loogitud de los dos brazos. 
p yq yse expresa en porcentaje: 
18 =.bg 
Lp 
Lq =Longitud del brazo q; 
/,:; 
k =Longitud del brazo p 
/) . \L\ c.,... ((,I.? 
\ 
Tabla 7. Clasificaci6n de cromosomas por ubicaci6n.del centr6mero. 
INDICE CENTROMERICO . CEBRAQUIAL 
100 
26-46 33-88 SUQmetacentlico 
·15-25 6-33 Acrocentrico . 




La clasificaci6n de los cromosomas relacionados con su .tamano, permite 
establecer semejanzas que conllevan a la identificaci6n de cromosomas 
hom610gos. ,Una vez clasificados los cromosomas y. agrupados en pares 
hom610gos, se podrfa sospechar sobre'los cromosomas determinantes' del sexo 
en el macho de, mamfferos. 
4.1 ..1.4 Calculo de la longitud Relativa (lr): Para proponer el cariotipo, e~ 
necesario ,establecer un orden dentro de los cromosomas, 10 cual se logra, 
calculando la longitud relativa de cada par hom610gol' expresado en porcent~je, 10 
cual. se obtiene de dividir el tamano del cromosoma' entre la longitud to,ral del 
grupo haploide femenino. 
Los cromosomas numerados pueden ser organizados en grupos, por parametros 
establecidos por el investigador siguiendo los lineamientos de la nomenclatura 
intemacionalpara cromos.omas humanos 0 animales. Por ejemplo, si dos 
cror:nosomas del mismo grupo,tienen igual lr, ira primero el que mayor Ie 0 IB 
'< 
posea. 
Lr= 'Lc, ' x 100 
L grupo haploide de cromosomas 




Los cromosomas sexuales en el cariotipo pueden Iocalizarse aparte 0 ubicartos 
en un sma determinado por Ia Iongitud relativa. EI siguiente es u~ ejemplo de Is 
manera como sa constituye un cariotipo sin bandas en humanos (Figuras 20 y 21).. 
.  
, . . 
Figura 20. cariotipo humano 46XY. coloraciOn homOg~nea convencional con Giemsa. 
(laboratorio CitogeMtca t8 Sede). 
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Figura 21. Cariotipo de cromosomas hunianos "'XV con colonlci6ft. homogenea 
organizados segUn las nonnas ISCN.doftde se establecen Ia Organizaci6n de los 
cromosomas eft grupos tAt a, C~ DJ E. F. G Y los Sexuales). s~un so """'0 y Ia posiciOn 
del ~IO. (laboratorio Ciogenetica Ie Sede). : 
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4.1.2; CARIOTIPO CON BANDAS 
La citogenetica modema ha implementado diversas tecnicas que producen 
patrones debandas sobre la estructura del cromosoma metafasico. En el capitulo 
3, en pulso terminal de BrdU se describio brevemente para bandas R-repJicativas. 
Las tecnicas que generan bandas, se pueden clasificar en dos grupos: 
, . 
4.1.2.1. Bandeo Cromosomico en toda la longitud del cromosoma. Las 
Figuras 13, 14 Y 15, muestran unos ejemplos de este tipo de bandeo. Los metodos 
cilo.Qeneticos que generan esle tipo de bandas, permiten realizar tecnicas para los 
bandeos G, 0, R Y R-repJicativos . 
Por ejemplo las bandas G oscuras comprendeh regiones geneticamente inactivas, 

. ficas en pares A=T (Figura 30), las bandas a fluorescentes y las bandas R 

oscuras corresponden a regiones geneticamente activas ricas en G=C y las 

'bandas R-repJicativas palidas corresponden a regiones ricas en A=T 

, geneticamente inactivas y a loda la porcion del genoma que' por regulacion en la 

expresion geniC8 se encuentran inacti~as. En olras palahras, muestra con mas 
. . . . 
exactitud la fLlncionalidad del genoma. Uno de los casos mas sobresalientes es el 
caso del cromosoma X inactiv~ de la hembra de mamiferos que se visualiza 
totalmer)te palido (Figura 22). 
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rlgura 22. Cariotipo humano -XX con bandes R .... pIicativas OIganizado segun las nonnas 
ISC~ donde se establacen II owganizaci6n", los cromosomas en grupos A, B, C, DJ E, F Y 
G los sexualas, donde se pueden reconocer los pates bomOlogos segUn su patr6a de 
bandas. (laboratorio Citogenetica Ia Sede). 
, . 
En general, todas las bandas de este tipo, son Wiles en el reconocimiento de 
cromosomas hom6l0g0s, par 10 tanto, permite organizar cariotipos par pares 
cromos6micos (Figura 22) con mas exactitud que si se realiza con s610 coIoraci6n 
~ene8 (Figura 20 y 21). 
/' 
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4.1.2.1.1. 8andas R-replicativas. EI principio usado para bandas R-replicativas 
de alta resolucion mediante pulso terminal de BrdU, se basa en el metodo 
establecido por· Camargo y Cervenka (1981) para evaluar la cronologfa en la 
replicacion de cromosomas humanos, con las modificaciones estandarizadas en 131 
Laboratorio de Citogenetica de la Sede. 
Este metodo permite clasificar la fase S del cicio celular en periodos I, II, III, IV, 
Vy VI, como se describio en el numeral 3.3...1.6. y se representa en la Figura 13. 
EI estadio III del cariotipo de una especie, revela un patr6n de ~andas 
cromosomicas altamente similares a las band as G reversas de esta especie. Esto 
nos permite establecer lasbandas R- replicativas de alta resoluci6n, dependiendo 
del grado de compactacion de los c'romosomas (Figura 11) . 
4.1.2.1.2. Protocolo para 8andas R-replicativas. Para la coloraci6n de bandas 
R-replicativas al proceso de maduraci6n de los extendidos puede ser de 1. a 30 
dras y el tiernpo de, exposici6n ala soluci6n Giemsa al 4% es de 2-5 min 
dependiendo del protocolo de hipotonica utilizado y de la calidad del goteo. 
La solucion de trabajo de Giemsa se puede preparar a partir de la soluci6n madre 
de Giemsa diluida en agua destilada, 10 cual ha mostrado, en nuestra experiencia 
igual resultado en el proceso de coloracion, que si la soluci6n de trabajo se 
prepara en el buffer Sorensen usado en los protocolos citogeneticos 
convencionales. 
<, < 
, . r 
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EI siguiente es eI protocolo usado en el Laboratorio de la Sede: (Camargo 
yCervenka, modificado por L6pez et ai, 199n 
• 	 Se loman l&minas entre 0-30 dies despues de "goteadas· y se sumergen en 

soIuci6n bis BENZIDIMIDE (Hoechst33258) 0.3Jlg/m1 durante 10 minutos. 

• 	 Se lavan con agua deslilada en dos pasos sucesivos Y se seean suavemente, 
hasta remover el agua. A cada l8mina en posiciOn horizontal, 58 Ie agregan 0.3 mt 
de solumn 2xSSC y se cubre con una laminilla de 22x60 minutos. 
• 	 cada lamina, se expone a iluminaci6n con una lampara Sylvania capsylite 75w. 

120w PAR 30, a 600C • durante 40 rnilutos. Se remueve la laminilla, de tal forma 

que no haya deslizamiento. 

• 	 Cada laminilla se lava con agua destilada y se seca, agitando suavemente al &ire. 
• 	 LuegO.58 Ie agrega Ia soIuci6n de Giemsa diluida a15% en agua corriente, durante 
2minutos. 
<. 	 Por ultimo, Ia preparaci6n permanente se realiza cubriendo Ia mueslra con 

PfH"mOunt , protegido con una IaminiHa. 

• 	 Las laminas que contienen extendidos cromosOmicos, que no fuemn expuesws a 
pulso terminal de BmU, se tiften directamente con Giemsa diluida al 5% en &gua 
comente, dUrante 5 minutos. 
Figura 23. Cariotipo 2n= 74XX de AfIocRi plICa (guagua de tierra caliente) con bandeo R..pIIcativo 
obIenidoa partirdelinfoCitos desangre peri(6rica. Las dos ftachas seftalan las dos CIDtIIOSOIINIS X: X 




con bancleo RofIlIDIiiCatlVo 
lIUa.tir.lAlinfocitos de sangre perfiliica. "!haseilialalos cromosomas X y Y . 
C~gem!tica Ia Sede). 
F"1QURI25. Cariotipo de un macho 2n =4S de AIouaflaliMiculus (mono aullador) con bandao 
R-ftpIicatiVo obtltnido a partir de linfocilos de sangre perif6rica.. La fleeha selia" los 
minicromosomas eme) y silo eI cromosoma sexual X ya que en esta especie no se ha 
idenIificado eI cromosoma Y (laboratorio Citogen~ la Sede). 
- , 
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Con Ia presencia de estas bandas se pueden comparar los cromosomas y con ello 
se puede'identificar con exactitud los pares homoJogos. Dado que cads 
cromosoma exhibe un patron de bandas especificas, con estas teenicas se 
pueden detectar aberraciones cromosomicas tales como translocaciones (Fagura 
29) duplicaciones, inversioiles, aneuploidias (Figura 26), entre otras. Otra utilidad 
que pueden tener_ estas bandas es Ia relaci6n que puede morse respecto a Ia 
estructura de la cromatina que constituye un genoma (Figuras 27 y 28). Ademils 
se puede -realizar filogenia cromosomica en grupos de organismos 
taxonOmicamente reIacionados como es et caso de_los trabajos realizados en 
primates. 
Figura S. Aneuploidia sexual It........ Sindrome de Turner. c.riotipo 2F45X con bandas 
R.ftpkativas obteniclas de-Iinfocitos de sangre perif6rica.l.a flecha muestra 81 cromosorna 
sexual X. ( Laboralorio Citogene&:a Ie Sede). 
,I: 




Figura 27. Heteromorfi$mo eromos6mico eft Qriotipo 20=54XX.de Cellus up&Idnus eon 
baadeo R .... plicativo La fteebB safta.. los cromosomas q .... muestnln ....1OIROIfismo& 
heterocromitico.· . 
F'lgura 28. fragilidad en eI cromosoma 16 de un cariotipo bumano 2n= 4UX con bandas R· 
ntplicativas ••nida de .Iinfocitos de sangre perftrica. La ftecha seftala el sIlO fn\giL 




Translocac:i6n no en c:romosomas -4-5 de un ,. 
cariiotil»o humano 2n== 4&XX c:on banda R-Nplic:ativas oblenidos de linfoc:itos de sang.. 
perilrtric:a.la felc:ha seftala .. transloc:ac:iOn. (Cortesia Laboratorio INGEIN Clfnica Las Vegas). -­
- ' 
4.1.2.1.3. Bandas G. Este patrOn de bandas se considera reverso al R-rep6cativo 
'I al Q. Su principal aplicaciOn es Ia identificaci6n de h0m61ogos y tipo de 
cromatina. Es muy utilizado en diagn6stico clinico a nivel humano y en 
caracterizaciones de especies animates en diferentes laboratolios en todo el 
mundo, a pesar de que no es tan tidl conservar Is reproducibilidad de Is tecnica . 
. Hay diversos protocotos para Ia realizaci6n de estas bandas, pero el mas usado es 
el que utiliza tripsina como tratamiento degradativo diferencial de Ia estructura 
cromosamica. 
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4.1.2.f. 4. Protocolo 1M" BANDAS G. (Se~ht modificada 1971; Howell and Black, 
1978) 
• 	 Utiizar laminas con extendidos envejecidos por /0 menos de 3 a 4 dlas. 0 

exponertas a 650C inmec:Iia1amente sa goteen . 

• 	 En un frasco Coping colocar una soIuci6n de tripsina aI 0.05%, disuelta en 

soluci6n salina (0.86%) duran1B 30 segundos y 1 minuto. El tiempo de exposici6n 

de las placas gotBadas en ta soluciOn de ~ ftuctUa entre 30 y 40 segundos 

dependiendo de las condiciones del laboratorio. Dependiendo del tempo de 

envejecimiento de fa placa, el tempo de elCpOSici6n a la tripsina aumenta. 

• 	 Es1andarizar eI 1iempo de exposiciOn a fa tripsina antes de someter todos los 

extendidos cromos6micos a Ia misma soluci6n. Detener la acciOn de fa tr1lsina. 

enguajando con soIuci6n saina. 

• 	 CoIorear durante 2... minutos con soIuci6n de trabajo Giemsa al 4% diAuido en 

buffer fosfato pH 6.8 0 en agua des1iIada. 

• 	 Secarcon IIameo suave. 
l' 2 	 43 	 I 5 II 
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Figura 30. Cariotipo humano .XX con banclas G-Cripsina. Se muestran los peres homOIogos 
organizados en grupos A. B. C, D. E, F ,G Y at par suual de acuerdo a Ia nonna !SeN 
(laboratorio Citogeneica la Sede) 
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4.1.2.1.5. 8andas Q. Es reverso al G yse realiza utilizando un fluorocromo como 
.Ia quinacrina de donde deriva su nombre. Fue uno de los primeros bandeos 
utilizados, sin embargo, ha entrado en desuso debido a 10 costoso del fluorocromo 
y al requerimiento de microscopio de fluorescencia y su caracter effmero. 
4.1.2.1.6. Protocolo de 8andas Q. (Sumner and Evans,1973) 
• 	 Prender la lampara de f1uorescencia por 30 minutos. 




• 	 Lavar con agua destilada y secar al ambiente. 
• 	 Colocar sobre la lamina 2 6 3 gotas de buffer fosfato pH 6.8 6 buffer de 

f1uorescencia.y luego cubrir con laminilla, secar el sobrante del buffer. 





Es muy frecuente encont~ar fotograflas de cariotipos con este tipo de bandas en 
textos corrientes y en articulos de revistas. 
4.1.2.2. 8andeo en Sitios Especificos de la Estructura Cromosomica. EI 
segundo grupo de bandas contempla todas aquellas que se inducen en numeros 
restringidos y se localizan en sitios especificos de la estructura del cromosoma. 
A este tipo de bandas pertenecen las C,T, Cd, G11 Y RON (regiones organizadoras 
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del nu~). Cada una de elias con una utilidad especifica, las cuales se 
describen brevemente a continuaci6n. 
4.1.2.2.1. Bandas C. Detecta heterocromatina constitutiva y se locaIizan 
preferendalmente en las regiones centmnlencas y ocasionalmente en otras 
regiones del cromosoma (Figura 23 y 24). Par su capacidad para detectar 
heterocromatina constitutiva tiene gran importanda en at evaluaci6n de 
poIimorfismos Ypara detectar rearreglos estructurales en regimes centromencas, 
cromosomas dic8ntricos e is0dic8ntricos. 
" 
Figura 31. Baadas C del cariotipo ZIP" XV.de C-..s apuc:dno (mico capuclliRo) 
(labora1orio CIogeneica. Ie Sede) 
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4.1.2.2.2. Protocolo para Bandas C. (Sumner, 1972; Arrighi y Hsu, 1971) 
Can este procedimiento se titien intensamente los centromeros, las constricciones 
secundarias de los cromosomas 1,9,16 Y la porcion distal del brazo largo del 
cromosoma Y en humanos. En otras especies de mamffero, varia en cada una de 
las especies estudiadas. Can este tipo de b~ndeo se localiza la heterocromatina 
constitutiva. 
• 	 Utilizar laminas de mfnimo 4 dfas de envejecimiento a temperatura ambiente. 
• 	 Tratarlas laminas con HCI 0.2 N, a temperatura ambiente durante 40 minutos. 
• 	 Lavar con agua destilada. 
• 	 Tratar las laminas con una soluci6n de hidr6xido de bario 8a{OHh al 5% 

previamente filtrada calentando a 53°C por 4...6 minutos para aumentar la solubiJidad 

del hidr6xido de bario. A mayor calentamiento se dafian los cromosomas. 

• 	 Lavar rapidamente para evitar precipitacion y secar. 
• 	 Colocar las laminas en 2xSSC a 55°C por 60 minutos. 
• 	 Lavar con agua destilada y secar. 
• 	 Tenir con soluci6n de trabajo de Giemsa al 4%, durante 2 a 4 minutos. 
• 	 Lavar y secar con flameo suave. 
Nota: Una vez tenida la placa, si los cromosomas aparecen muy palidos, el tiempo 
de exposici6n a 8a{OHh debe disminuirse. Cuando los cromosomas estan 








Figura 32. Bandas C en cromosomas de AfIOUfIsp. (gua9ua de piramo) 2n a78. 8e observan 
CnMn0S0m8S y brazos compla....... positivos. (Cortesia Luz Adriana Ramirez Arias, Trabajo 
de Grado) . 
. 4.1.2.2.3. Banda. G-C. Oiferencian regiones de heterocromama constitutiva ncas 
en C=G de las de, A=T. Se utiliza como criteria de dasificaci6n en estudios de 
filogenia de especies. 
4.1.2.2..4. Protocolo Bandas G-C. (Monserrat, P. 20(0) 
• 	 Una placa reci6n goteada se Ie agrega soIuci6n de Leishman con 81 tamp6n Leishman a 
una proporci6n 1:4. 
• 	 Colocar Is soluci6n de Leishman en eI portaobjetos Y dejar acUIr durante 5 minutos. 
Lavar con agua desIiIada y dejar secar. 




4.1.2.2.5. 8andas G11 • Diferencian regiones heterocromaticas localizadas tanto a 
nivel centromerico como intercalar y sirve para determinar polimorfismo. Este 
hecho ha planteado la posibilidad de ser usado como prueba para determinar la 
paternidad. Otra posible utilidad es la de establecer origen de cromosomas 
marcadores. 
4.1.2.2.6. 8andas T. Las bandas T derivan su nombre debido a que thie regiones 
'correspondientes al tel6mero por 10 tanto son utiles para determinar la presencia 0 
no de tel6meros en aberraciones cromos6micas relacionadas con deleciones 
terminales 0 cromosomas en anillo. Ademas puede servir para detectar regiones 
telomericas intersticiales que aunque en este momenta no se sabe con certeza su 
papel dentro, del genoma, podrian significar cicatrices evolutivos que han dejado 
los rearreglos estructurales en su transcurrir filogenetico. 
4.1.2.2.7. 8andas Cd. Con esta tecnica de bandeo se pueden determinar regiones 
donde, se localizan centr6meros ya sean activ~s 0 inactiv~s. Estas bandas tienen 
su principal aplicaci6n en el estudio filogenetico de los cromosomas principalmente 
cuando estos se derivan de una translocaci6n Robertsoniana donde se han 
conservado los dos centr6meros, pero s610 uno de ellos permanece activo . Un 
ejemplo de estos es el cromosoma 2 de la especie humana, el cual se origin6 por 
la fusi6n de dos cromosomas que conservan sus dos brazos cortos, por 10 tanto, 
permanecen los dos centr6meros siendo uno de ellos inactivo (Figura 33). 
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01ra utilidad que tienen las bandas Cd es determinar si en una translocaci6n 
Robertsoniana existe Ia pemida de uno de los centr6rneros (Figura 34). 
rlgUnl 33. Modelo de formaci6n del CromosomII 2 humano (Izquiarda) por fa fusi6n de los 
brazos cortos de los cromosomas 12 y 13 de PM panlculus (chimpance) (derKba) usanclo 
bancIas Cd. Las tlecbas seaalan en cada coo los sitios de ubicaci6a de elida uno de los 
cemr6meros en cacIa cromosoma de cada espec:ie 
Figura 34. TraRSlocad6a Robertson.na humllna en cariotipo 2n= 45XX con bandas R­
repliutivas obtItftida de .-afoclos de sangN periMrica. La tlecha mues .... fa nnslouci6n 
enbe los cromosomas 13114. (Cortesla del Laboralodo INGEIN Cllnica Las Vegas) 
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4..1.2.2.8. Regiones NOR. Esta tinci6n revela las regiones activas del genoma 
donde se locaIizan los genes que codifican para la transcripci6n de RNA 
ribosomal. Por 10 tanto, mediante esta temica se podriln establecer poIimorfismos 
fisiol6gicos, . consistentes en la expresiOn 0 no de regiones impIicadaS en Ia 
sintesis de RNAr (Figura 35). Dado el car8cter de poIinorfismo funcional de estas 
bandas, se sugiere determinar las regiones que contienen RNAr, en diferentes 
organismos. 
Figura 35. Regiones organizadoras del nucle6lo positives (puntos negros en los 




4.1.2.2.9. Protocolo para REGION ES NOR. (Goodpasture y Bloom, 1975) 
• 	 Se deben utilizar laminas con 5 dras de maduraci6n a temperatura ambiente. 
• 	 Colocar 3 gotas de AgN03 a150% sobre la lamina y cubrir con laminillas. 




• 	 Lavar con agua desionizada y secar la lamina a temperatura ambiente. 




En conclusion, para efectuar los diferentes tipos de bandas, las preparaciones 
deben cumplir condiciones estandares y par 10 general son propios de cada 
laboratorio, una de estas condiciones que son criticas para el bandeo es el tiempo 
de goteada de la muestra. Se debe tener en cuenta el tiempo promedio de 
maduracion de placa para los diferentes bandas cromosomicas. 
Para efectuar una caracterizacion citogenetica de una especie es recomendable 
realizar el mayor numero de bandas no solo para lograr un cariotipo preciso si no 
tambien para obtener la maxima informacion respecto a la estructura y funcion de 
su genoma. 
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4.1.3. SISTEMA DE NOMENCLATURA EN CROMOSOMAS BANDEADOS. 
4.1.3.1. Identificaci6n y Definici6n de Marcadores, Regiones y Bandas. 
Gada cromosoma en el complemento celular so matico humano consta de una 
serie continua de bandas, con areas sin bandear. Una banda, es una parte del 
cromosoma claramente distinguible de partes adyacentes en virtud de suo 
intensidad de coloracion mas clara 0 mas oscura. 
Gada banda se encuentra agrupada en areas mas grandes denominadas regiones 
que cubren todo el cromosoma. Una region esta definida como un area de. un 
cromosoma ubicada entre dos marcas especificas y adyacentes a 10 largo de cada 
uno de los brazos cromosomicos. Estas marcas son rasgos morfologicos 
distintivos e importantes en la identificacion de cada uno de los cromosomas e 
incluyen los extremos de los cromosomas (telomeros), el centromero'y ciertas 
bandas evidentes. Las bandas y las regiones son numeradas del centromero hacia 
afuera. 
EI patron de bandeo original fue descrito en la Gonferencia de Paris (1971) y se 
base en los patrones observados en diferentes celulas tefiidas con las tecnicas de 
bandeo QJ' G y R. Los patrones de band eo obtenidos con esos metodos de tincion 
fueron tan acordes que permitieron construir un diagrama unico representativo de 
las tres tecnicas. Las bandas fueron disefiadas en las bases de sus puntos 
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medios y no por sus margenes. La intensidad tue tomada en consideracion en 
determinar cuales servian como marcas en cada cromosoma para dividirlo en 
regiones naturales tacil y morfologicamente reconocibles. 
4.1.3.2. Designacion de regiones, bandas y subbandas. 
Las regiones y bandas son numeradas consecutivamente del centromero hacia 
tuera de la longitud de cada brazo cromosomico. Los simbolos p y q son usados 
para designar respectivamente, los brazos cortos y largos de cada cromosoma. EI 
centromero (cen) en sf mismo es designada 10 la parte delantera del brazo corto 
, 	 es i p10 y del brazo largo q10. Las dos regiones adyacentes al centromero son 
marcadas, como 1 en cada brazo, la proxima, regiones mas distales son 2 y as! 
sucesivamente. Una banda usada como marcador es considerada como 
perteneciente completamente a la region distal de la marca y esta de acuerdo al 
numero de banda de 1 en esa region. 
Para designar una banda en particular, se requieren cuatro caracteres: el numero 
del cromosoma, el simbolo del brazo, el numero de la banda dentro de la region. 
Esos items, se colocan sin espacio 0 puntuacion. Ejemplo, 1p31 indican 
cromosoma 1, brazo corto, region 3, banda 1. Las subbandas se colocan seguidas 
de un punto despues de la banda. 
I: \ 
94 
4.1.3.3. Bandeo de alta resoluci6n. 
La nomenclatura para preparaciones cromosomicas en profase y prometafase de 
alta resolucion por ISCN (1981) es una extension de la nomenclatura para el 
patron de band eo para cromosomas ,metafasicos establecidos en la Conferencia 
de Paris (1971) Y la ISCN (1978). EI sistema original fue revisado para incluir 
mayor numero de bandas de cromosomas . 
Las tecnicas de bandeo de alta resolucion pueden aplicarse en diferentes estados 
del cicio celular: profase, prometafase 0 interfase (por metodos que inducen 
condensacion prematura de' cromosomas). Por 10 taI"!to, el numero de bandas 
discemibles (Figura 11 A Y 118) depende no solo del estado de condensacion 
-
cromosomica sino tambien de la tecnica de band eo usada. 
Los idiogramas estandares representan crorilosomas correspondientes a 
proximadamente 400, 550 Y 850 band as. Sin embargo, se pueden visualizar mas 
band as. 
La nomenclatura OIiginal se base mas en el patron de bandas que en las medidas, 
la variacion en la intensidad de tincion que es dependiente de la tecnica de tincion, 
no se reflejo en idiogramas en ISCN (1981). En alta resolucion un idiograma solo 




4.1.4. EJEMPLO DE UN TALLER DE CITOGENETICA. 
En 1999, en el Curso Citogenetica Avanzada, el estudiante Ivan Dario Lo~iza 
Dfaz, realiz6 el siguiente ejercicio con el fin de proponer el cariotipo de la especie 
Dasyprocta punctata (rieque) y realizar la respectiva nomenclatura basada en la 
norma de ISCN. 
EI estudiante, recibi6 una fotograffa de una mitosis con coloraci6n homogenea, de 
la cual debia extraer toda la informaci6n requerida para realizar un cariotipo sin 
bandas, con la asesoria del profesor del curso. 
Los resultados consignados en su trabajo se muestran a continuaci6n: 
4.1.4.1. INDICES Y MEDIDAS MORFOMETRICAS DE LOS CROMOSOMAS: 
En la siguiente Tabla, se registran los calculos de los fndices braquial y 
centro me rico, la longitud relativa, la longitud total y las. longitudes de los brazos 
cortos (p) y largos (q) de los 64 cromosomas obtenidosapartir de una muestra de 
sangre periferica del rieque (Dasyprocta sp.) un hystricomorfo mamffero estudiado 
en nuestro Laboratorio. Todos los estudiantes que cursaron la asignatura 
realizaron el mismo ejercicio y los resultados son sorprendentes. 
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Tabla 8. Parametros de medidas utilizados para proponer un cariotipo2n= 
64XY sin bandas. 
Longitud Longitud Longitud Longitud Indice" Indice Cen Clasificaci6n 
2n =64 Total brazo p brazo q relativa braquial tromerico. por ubicaci6n 
" centr6mero 
X 14 6 8 3.07 n~ 1.33,\/' 0.42 ,~ Sexual' 
1 12 ·5 7 2.63 1.4 0.41 .. / SM ") 
2 12 ./ 5 .; 77 2.63 1.4 vi 0.41 -/ SM i 
"" 
3 10 3 7 2.19 2.33 . 0.3 SM 
4 10 3 7 2.19. 2.33 0.3 SM 
5 10 3.5 6.5 2.19 1.85 0.35 SM 
6 10 3.5 6.5 2.19 1.85 0.35 SM 
7 . 10 4.5 5.5 2.19 1.22 0.45 SM 
8 10 4.5 5.5 2.19 1.22 0.45 SM 
9 10 5 5 2.19 1 0.5 M 
10 10 5 5 2.19 1 0.5 M 
11 9 4 5 1.97 1.25 0.44 . SM 
12 9 4 5 1'.97 1.25 0.44 SM 
13 8 4 4 1.75 1 0.5 M 
14 8 4 4 1.75 1 0.5 ·M 
15 8 13.5 4.5 1.75 1.28 0.43 SM 
16 8 1H 4.5 1.75 1.28· 0.43 SM 17 8 1.75 1.28 0.43 SM' 
18 8 m 1.75 1.28 0.43 SM 19 8 75 . 2.2 0.31 SM 
20 8 2;5 75 2.2 0.31 SM 
. 21 8 1 17 75 7 1.25 ST 
22 8 1 7 1.25 ST, 75 i23 8 4 4 .tb 0.5 M 24 8 4 4 ~ 0:5 M 
25 ·8 4 4 1.75 1 0.5 M 
26 8' ·4 4 1.75 . 1 0.5 M 
27 7.5 3.5 4 1.64 1.14 0.46 M 
28 7.5 3.5 4 1.64 1.14 0.46 M 
29 7.5 3.5 4 1.64 1.14 0.46. M 
30. 7.5 3.5 4 1.64 ~.14 0.46 M 
31' 7 2 5 1.53 .>< 2.5 0.28 SM 
32 7 .2 5 1.53 2.5 0.28 SM 
33 7 1.5 5.5 1.53 3.6 0.21 A 
34 7 1.5 2.5 _ 1.53 3.6 0.21 A 
35 7 2 5 1.53 2.5 0.28 SM 
36 7 2 5 1.53 2.5 0.28 SM 
37 7 3.5 3.5 1.53 1 0.5 1M 





. Continua Tabla 7 
39 7 3 4 1.53 1.33 0.42 8M I 
40 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M I 
41 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M I 
42 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M 
43 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M 
44 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M 
45 6 2.5 3.5 1.31 1.4 0.41 8M 
46 6 2.5 3;5 1.31 1.4 0.41 8M i 
47 ·5 1.5 3.5 1.09 2.3 0.31 8M I 
.48 5 1.5 3.5 1.09 2.3 0.31 8M 
49 5 . 2.5 2.5 1.09 1 0.5 M 
50 5 2.5 2.5 1.09 1 0.5 M 
51 5 2 3 1.09 1.5 0.4 8M 
52 5 2 3 1.09 1.5 0.4 8M 
53 4.5 1.5 3 .98 . 2 0.33 8M 
54 4.5 1.5 3 .98 2 0.33 8M 
55 4.5 1.5 3 .98 2 0.33 8M 
56 .4.5 1.5 3 .98 2 0.33 8M 
57 4.4 2.2 2.2 .96 1 0.5 M 
58 4.4 2 2 .87 1 0.5 M 
59 3.5 1.5 2 .76 1.33 0.42 8M 
60 3.5 1.5 2 .76 1.33 0.42 i8M 
61 3 1.5 1.5 .65 1 0.5 M 
62 3 1.5 1.5 .65 1 0.5 M 
Y 3 .65 sexual 
Teniendo en cuenta la longitud total (Tabla 8 ) de cada uno de los cromosomas de 

la especie an anima, los 64 cromosomas fueron organizados en orden decreciente 

. de tamano como se muestra en la Figura 32. Por sus medidas morfometricas, los 

\, 
32 pares fueron agrupados como homalogos, excepto el par sexual, que esta 
representado por el cromosoma mas largo ( X ) Y el mas pequeno ( V). 
I . 
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4.1.4.2. PROPUESTA DE CARIOTIPO 
Partiendo de las medidas morfometricas y los indices calculados para cad a 
cromosoma, los pares homologos son organizados por grupos que tengan un 
tamatio y forma similares, as!: 
I 
Cromosomas grandes: se consideran aquellos entre 9-12 mm de longitud total. .., 
Cromosomas l11edianos: aquellos entre 6-8 mm de longitud total. 
Cromosomas pequenos: aquellos entre 4-5 mm de longitud total. 
Cromosomas diminutos : aquetlos entre 3-3.5 mm de longitud total. 
Cromosomas sexuales : aquellos que no poseen par homologo. 
Los indices calculados y la longitud relativa se calculan como se describe en el 
capitulo 4, apartes 4.1.1.2 y 4.1.1.3 Y en la Tabla 7. 
4.1.4.3. PARES CROMOSOMI~OS HOMOLOGOS 
Se consideran ·dos cromosomas homolog os aquellos que ademas de su similitud 
. en tamatio y forma tienen la misma posicion del centromero. Teniendo en cuenta 
10 anterior, para este cariotipo la propuesta es la siguiente: 
P1 (1,2) P12 (37,38) P23 (33,34) 
. P2 (9,10) P13 (15,16) P24 (49,50) 
P3 (7,8) P14 (17,18) P25 (51,52) 
P4 (5,6) P15 (19,20) P26 (47,48) 





P6' (11,12) P17 (35,36) P28 (53,54) 
P7 (13,·14) P18 (39,40) P29 (55,56) 
P8 (23,24) P19 (41,42) P30 (59,60) 
P9 (25,26) P20 (43,44) P31 (61,62) 
P10 (27,28) P21 (45,46) P32 (1,64) Sexuales 
P11 (29,30) P22 (21,22) 1- ') 
r 
4.1.4.4. GRUPOS CROMOSOMICOS PROPUESTOS 

Grupo A ~ Pares 1, 2, 3, 4, 5, 6. 

Conformado por los pares de cromosomas mas grandes (9-12 mm), metacentricos 
y submetacentricos. 
Grupo B Pares 7, 8, 9, 10, 11, 12. 
Conform ado por los pares de cromosomas medianos (6-8 mm), unicamente 
metacentricos. 
Grupo C ~ Pares 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21. 
Conformado unicamente por los pares de cromosomas medianos (6-8 mm) 
submetacentricos. 
Grupo 0 ~ Pares 22, 23. 
. Conform ado por los pares de cromosomas medianos (6-8 mm), acrocentricos y 
subtelocentricos. 
GrupoE ~ Pares 24, 25,26, 27, 28, 29. 





Grupo F ~ Pares 30, 31. 
. ' ". 
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Conformado por los pares de cromosomas mas pequenos (3-3.5 mm), 
metacentricos ysubmetacentrtcos. 
Grupo G ~ Par 32. 
Conformado por los pares, de cromosomas sexuales (X, Y). 
COMENTARIO FINAL. 
En la Figura 36, se muestra el cariotipo propuesto por el estudiante Ivan Loaiza 
despues de haber realizado su ejercicio investigativ~. En la Figura 37, se muestra 
- . 
el cariotipo propuesto por otra estudiantedel mismo Curso, despues de haber 
realizado sus propias medidas y haber utilizado sus propios criterios para 
organizar los pares hom610gos. Si este mismo ejercicio se hubiera colocado con 
un cariotipo que hubiera sido bandeado con bandas R-replicativas (Figura 19), el 
resultado hubiera sido muy distinto. Se hubieran identificado como primeros los 
cromosomas X 0 Y los cuales no tienen hom610gos en su patron de bandas y 
• 
ambos estudiantes hubieran tenido una alta probabilidad de haber acertado al 
menos en los pares hom610gos. Igual hubiera ocurrido si el estudiante opta por 
utilizar el bandeo G como se muestra en la Figura 27 aun cuando hubiera sido mas 
dificil ubicar los cromosomas sexuales. 
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13 14 15 16 17 18 19 20 21 
26 27 29 
I 
Figura 36. C.riotipo de DasJPlOCfa sp (neque. guaUn) 2n= "XV organizado por IvU Darto 
Loaiza G6mez tomMdo como parMnetJOS los descritos en .. Tabla 8. 
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Figura 37. Cariotipo de iMsJPl'OCla sp (fteque, guatln) 2n= UXY organizado por Luz Adriana 
Ramirez Arias tomando como .,.rametros los descritos en Ia Tabla 7. No se mueslnln los 
cilculos ntaliDdos por ella. 
" , 
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CAPiTULO 5 
5. PERSPECTIVAS DEL ANALISIS CROMOSOMICO 
5.1. CITOGENETICA MOLECULAR 
Para mejorar significativamente la estructura cromos6mica que permitiera estudios 
de alta resoluci6n en cromosomas de mamfferos, se introdujeron nuevas 
estrategias en los metodos de citogenetica clasica con el fin de enriquecer la 
fracci6n de cromosomas mit6ticos localizados en prometafase. Sin embargo, la 
capacidad para resolver problemas relacionados con pequerias secuencias sigue 
siendo un factor limitante para la citogenetica clasica. 
En la busqueda de mayor resoluci6n en el estudio cromos6mico, la citogenetica, 
recientemente ha incorporado los principios de la hibridaci6n in situ f/uorescente 
(FISH) la cual ha sido de gran utilidad en los diferentes campos de la investigaci6n 
relacionados con citogenetica humana 0 citogenetica animal. 
, " 
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La tecnica FISH permite detectar desde una region de un cromosoma, un 
cromosoma completo hasta la totalidad de geno~_ De esta manera se puede 
visualizar regiones telomericas 0 regiones insterticiales que posean un minimo de 
5 mil pares de bases de longitud (Figura 38). 
D''''' . 
F'lgura 38. Esquema que leplesenta los difelentes tipos de sondas FISH. A. Sonda 
centromirica. B. Sondas telomericas. C. Sonda de secuencia unica. D. Sonda para todo el 
cromosoma 0 pintado cromos6mico • 
Las principales.pruebas FISH utilizadas actiJalmente con aplicaciones potenciales, 









5.2. SONDAS CENTROMERICAS. (Figura 39) 
La sonda centromerica contiene secuencias de DNA repetitiv~ localizada en 
regiones centromerica 0 pericentromerica de cromosomas de mamfferos, y se 
puede usar para hibridar cromosomas metafasicos 0 nucleos interfasicos. 
Potencialmente se puede constrLlir sondas que reconozcan al centromero de un 
cromosoma en particular 0 de todos los cromosomas del genoma, por 10 cual se Ie 
llama sonda pan-centromerica. 
La sonda centromerica especifica de un cromosoma en particular incluyendo los 
cromosomas sexuales, es util para ~econocer aneuploidias en humanos. Sin 
embargo, tendrfa la desventaja de no poder distinguir entre un cromosoma 
estructuralmente normal de otro cuya estructura este desbalanceada. La sonda 
centromerica, tambien se puede usar en la determinacion de mosaicismo 
cromosomico usando nucleos interfasicos ya sea en neoplasias, 0 en productos 
de abortos. 
En animales, la sonda Centromerica especifica de cromosoma puede servir para 
determinar cromosomas homolog os en especie emparentadas, 0 para determinar 
el origen del centromero de un cror:nosoma que filogeneticamente ha sufrido 
rearreglos estructurales en los cromosomas de una especie a otra. 
.' 
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Las sondas pancentromericas del genoma de una especia, pueden ser usadas 
para establecer relaciones filogeneticas entre centr6meros hom6logos de especies 
emparentadas. 
Figura 39. Mitosis humana 46XX con sonda pancenbomerica especlica. (Tornado de Karp, 
1999) 
5.3. SONDAS TELOMERICAS. (FGura 40) 
En el tel6mero 0 segmento tenninal de cada cromosoma se encuentra de manera 
conservada Ia secuencia repetida (TTAGGG)s. Estas secuencias se cree tienen 
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como funci6n preservar la integridad del cromosoma a nivei estructural, por 10 
tanto, son indispensables para la supervivencia y longevidad de tada celula 
eucari6tica ya que estasregiones son detenninantes para la replicaciOn y 
estabitidad de todos los cromosomas. 
Figura 40. Cnamosomas hu ....nos 4IXX con sonda pantelomirica especlfica. (Tomado de 
Karp. 1999) 
Actualmente, en humanos, se han resuelto varies casos clinicos asociados con 
translocaciones cripticas con sondas telorTlericas ya que estan disponibles para 
cada telOmere. Estas sondas tambien son UtiIes en la detecci6n de 
translocaciones aomos6micas reciprocas, regiones tetornericas insterticiales 10 
t. 
108 
cual podria reflejar cicatrices evolutivas de un rearreglo cromosomico ocurrido en 
un ancestro. 
5.4. SONDA DE SECUENCIA UNICA (USP). (Figura 41) 
La sanda de secuencia Unica de un locus especifico se puede aplicar tanto en 
nucleos interfasicos y en cromosomas metamsicos. Debido a que cada USP es 
gen especifico y par tanto de secuencia unica, resulta ideal para lia detecci6n de 
microdeleci6nes, microdupficaciones, isogenes y pseUdogenes que no se pueden 
detectar por la dtogenetica cIiIsica. 
La sanda USP puede ser usada en Ia deteccion de translocaciones recurrentes y 
aneuploidias, asi como tambien en Ia Iocalizaci6n de genes 'conservados 
filogeneticamente, en el geooma de diferentes especies. 
I . 
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Figma 41.CromoSOlftas humanos '"XX con sonda fluoresceme de secuencia unica unica. 
(Tornado de Karp, 1999) 
5.5. PINTADO CROMOSOMICO 6 SONDAS PARA UN CROMOSOMA 
COMPLETO. (Figura 42) 
Son un conjunto de muchas sondas complementanas para un sitio espectfico a 10 
largo de Ia Iongitud de un determinado cromosoma. En este caso ef cromosoma 
blanco f1uorece totalmente de color especifico de donde se deriva eI nombre de la 
prueba, esta prueba es de utilidad para la detecd6n de aneuploidias, Y 
translocaciones recurrentes asi como tambien en la determinaciOn del origen de 
cromosomas marcadores. Ademas, el pintado cromos6mico resulta efectivo para 
determinar con precision el punto de quiebre en una translocaci6n balanceada, util 
para realizar eI procedimiento denominado Z~ISH 10 cual consiste en aplicar fa 
sonda de cada cromosoma humano a individuos pnmates para determinar el 
grado de homologia entre los cromosomas de las des especies. 
Fig..... 42. Cromosomas humanos coloreados con sonda especffica de cadi! cromosoma 0 








5.6. OTRAS PRUEBAS FISH. 
5.6.1. Hibridacion gimomica comparada (HGC). (Figura 43) 
En 1992 se publico sobre el desarrollo de una nueva estrategia citogenetica para 
detectar ganancias _y perdidas de material genetico. muy frecuentes en las 
muestras tumorales. Esta tecnica conocida como hibridacion genomica 
comparada es la primera herramienta de citogenetica molecular que permite un 
analisis global del genoma y se ha convertido en una de las tecnicas mas utiles en 
el cribaje de genomas. 
La HGC permite detectar cam~ios en el '19mero .de copias de secuencias de DNA 
y praporciona un mapa de aquellas regJones cramosomicas que se ganan y 
pierden en el DNA de una muestra. En genetica cllnica, la HGC se esta utilizando 
cada vez mas, como complemento .a la-' citog.enetica convencional en el 
diagnostico de reorganizaciones cromosomicas desequilibradas, de cromosomas 
marcadores y en determinar el origen de material extracromosomico (diminutos 
dobles) y de regiones de tincio.n homogenea. 
De un lado, la HGC puede identificar en un solo experimento aquellas regiones 
que se hayan ganado 0 amplificado como indicad~res de la presencia de 
oncogenes, asi como regiones delecionadas 0 perdidas como indicadoras de 
genes supresores de tumores. Por o.tra lado, los cambios geneticos equilibrados 
como reorganizaciones cromosomicas.. en la mayoria de los casos encontrados 
. , 
en las enfermedades hematologicas resultan no detectables por HGC. 
,.'" , . 
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AI contrario en los tumores solidos, especialmente en carcinomas, predominan las 
reorganizaciones genomicas. desequilibradas, haciendo de estos tumores unas 
dianas ideales para el analisis por HGC. \ 
La HGC esta basada en una hibridacion in situ modificada que consiste en marcar 
diferencialmente el DNA problema y un DNA de referencia nor!11al con 
f1uorocromos por ejemplo, verde y rojo, respectivamente. Luego son hibridados 
simultaneamente sobre extensiones cromosomicas provenientes de individuos 
normales. Las diferencias en el numero de copias entre el genom a problema y el 
de referencia se ven como diferencias en la intensidad de fluorescencia verde:rojo. 
Las ganancias 0 amplificaciones en el DNA problema se observan como regiones 
cromosomicas con la f1uorescencia incrementada, mientras que las perdidas 0 
deleciones se observan con una f1uorescencia disminuida respecto al control. De 
esas observaciones, se puede realizar la cuantificacion de los cocientes de 
f1uorescencia del DNA problema respecto al DNA· de referencia mediante un 
sistema de analisis de imagenes digitales. 
Entre las ventajas de la HGC es que se requiere poca cantidad ( 1 119), que puede 
ser facilmente obtenido a partir de tejido fresco, congelado 0, incluso, de tejidos 
viejos fijados en parafina. No se necesita cultivo ni preparacion de metafases de la 
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naturaleza de las aberraciones geneticas 0 de la disponibilidad de las sondas para 
estas regiones. De otro lado, un unico experimento produce datos de todas las 
regiones del genoma. 
La HGC tambien tiene algunas limitaciones. Las reordenaciones cromo~omicas 
equilibradas no se pueden detectar. No facilita informacion del tipo de 
reordenaciones. Como que los deseqLljlibrios cromosomicos solo se pueden 
detectar cuando estan presentes en la mayoria de celulas de la muestra, la CGH 
no puede ser aplicada para estudiar la variabilidad clonal de las muestras 
sometidas a estudio. Pero, por otro lado, sirve para distinguir desequilibrios 
cromosomicos producidos al azar en unas pocas celulas del tumor de esas 
anomalias mayoritarias. 
La HGC es una herramienta para identificar aberraciones geneticas desconocidas, 
pero una vez las regiones cromosomicas alteradas, estan identificadas, es mejor 
recurrir a los metodos moleculares apropiados. La combinacion de la HGC con 
otros ensayos geneticos moleculares son muy utiles en la investigacion oncologica 
ya que los resultados de la CGH a menudo mapean cambios geneticos en 
regiones cromosomicas de genes conocidos. Los metodos moleculares 
especificos son alta mente recomendables para validar los resultados de la HGC y 
para proporcionar datos sobre el papel de genes individuales. 
La hibridacion in situ con f1uorescencia (FISH), puede estudiar las perdidas de 
heterocigosidad y el Southern blot permite limitar las regiones indicadas par la 
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CGH Y permite localizar genes especificos del desarrollo tumoral. Gracias a los 
resultados de Ia HGC combinada con la FISH y ala secuenciaci6n genica se han 
identificado dos nuevos genes tumorales que no habian sido mapeados. 
Las aplicaciones de la HGC en eI estudio de Ia genetica del cancer, incluyen Ia 
caracterizaciOn de puntos calientes para reorganizaciones gen6micas 
desequilibradas, la definici6n de nuevos genes impiicados en alteraciones en el 
numero de copias, eI analisis de la progresi6n y evoluciOn clonal del cancer, asi 
como Ia subclasificaci6n y la evaluaci6n pron6stica del cancer. 
" 
 rlgUfa 43. Hibridaci6n genOmica comparada de cariotipo hUIMno usando sondas 
fIuorescentes. (Tornado de ist~ocndes.berkeley.edulmutagenlspr98.html) 
" 
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5.6.2. Cariotipo espectral. (Figura 44) 
Se denomina tambien FISH digital multicolor. Para esta prueba se usa sonda de 
ADN proveniente de una genoteca de cada cromosoma y se usa como ADN 
blanco un portaobjetos que contiene mitosis, en este caso de cromosomas 
humanos. La sonda de ADN para cada cromosoma es marcada con mezclas en 
diferentes proporciones de diferentes f1uorocromos. 
Utilizando un microscopio adaptado para evaluar FISH, se excita cada f1uorocromo 
a una longitud de onda dada, y se registra la senal fluorescente como un color 
especifico. Esta imagen se lIeva a un procesador de imagen computarizado 
usando un software para tal fin, con el cual se pueden detectar cada uno de los 
colores que forman la mezcla diferencial de todos los f1uorocromos. 
De esta manera, cada cromosoma se muestra de un color diferente pudiendose 
detectar todos los posibles rearreglos tipo translocaciones, aneuploidfas libres 0 
por translocaciones Robertsonianas, sin embargo, no permite identificar 
inversiones principalmente paracentromericas. 
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Figura 44. Cariotipo espectral usando mezclas de sondas fluorescentes para cada 
cromosoma y asislido pol' un softwant. (TOIIIIICIo de Karp, 1999) 
5.7. ASPECTOS TECNICOS DE LA 'FISH 
Para Ia realizaci6n de la FISH se usan placas con excelentes extendidos 
cromos6micos metafasicos 0 celulas en estado de interfase, obtenidas para 
analisis aomos6mico. Se hibridan sondas especificas para una regiOn 0 todo eI 
cromosoma completo. 
La base principal del metodo es el uso de sondas de DNA de cadena simple 
marcada directa 0 indirectamente con un fluorocromos 0 con agentes modificados 
quimicamente como Ia biotina 0 dioxigenina. Esta sonda marcada se une a una 
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secuencia presente en el genoma donde hibrida de manera complementaria ya 
sea en el cromosoma metafasico 0 en la somalina desconocida que forma el 
! 
nucleo. En general, eJ DNA total se contracolorea con otro fluorocmmo que genera 
un contraste en la tinci6n., 
\ 
EJ microscopio de fluorescencia debe estar equipado con un filtro especifico para 
el f1uorocromo marcador de la sonda y con otm filtm para el fluorocromo de 
contraste 0 con fiftros que penniten visualizar simultaneamente diferentes 
fluorocromos. 
EI uso de' camaras digitales, adaptadas al microscopio ha permitido la detecci6n 
de bajos, niveles de emisiOn de coloraciOn las cuales pueden ser captadas y 
pmcesadas con un software con el fin incrementar Ia sensibiJidad en la detecci6n 
de Ia sonda. La emisi6n de fluorescencia por Ia sonda marcada se desvanece con 
el,tiempo par 10, tanto no se puede mantener preparaciones permanentes que' se 
puedan almacenar en ausencia de'luz para prolongar un poco su capacidad de 
emision. 
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ANEXO 1. RECOMENDACIONES 
1.1. Manejo de Material Biologico 
Cualquier material biologico incluyendo las muestras de sangre se deben considerar 
potencialmente peligroso, por 10 tanto, se toman precauciones tales como: 
• Usar guantes. Ademas, el material de vidrio 0 plastico que haya estado en contacto 
con material biologico debe ser lava do con hipoC/orito para eliminar microorganismos, 
previo a su lavado regular. 
• Limpiar con hipoclorito (clorox 0 decol ) el meson de trabajo antes y despues de su 
uso. 
• En caso de pincharse con agujas contaminadas lavarse la herida con decol 0 isodine y 
dejar secar. 




1.2. Manejo de Sustancias Quimicas. ,~ "r:!1E" GOj;"iE~~ 
"->/. 
1. 	 EI Colcemid y la colchicina son sustancias toxicas ya que inhibe el cicio celular de 
celulas proliferativas en la fase de mitosis. Deben manejarse con cuidado (guantes) y 
evitar el contacto con la pie!. 
2. 	 EI metanol y el acido acetico glacial son altamente toxicos e irritantes de la piel y 
mucosas. Evitar el contacto con las superficies expuestas . 
3. 	 Desechar el sobrenadante despues de ser tratado con clorox durante 20 minutos. 
4. 	 EI fijador debe ser preparado fresco en el momenta de usarlo. 
'/ ; , '.,
• , •., t' 







Anexo 2. INDICACIONES DE PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE Y DE 
TRABAJO. 
Para calcular cualquier moralidad (M) se puede utilizar la siguiente f6rmula: 
(PM) x (M) x (V)' = grs (1) 
PM= peso molecular de la sustancia en grs/mol 

M= molaridad en moles/litro 

V= volumen a preparar en litros. 

grs= cantidad (en grs) de la sustancia requerida para la molaridad deseada. 

Por ejemplo, para la soluci6n KCL 0,075 M, hipotonica utilizada en el 

procesamiento de los cultivos celulares de sangre periferica, el calculo de la 









V= 0.1 It 

Reemplazando en la f6rmula (1). se tiene: 

74.56 x 0.075 x 0.1 = 0.5592 grs 
En la soluci6n que se prepara en el Laboratorio, se pesa 0.56 gr de KGI para 
disolver en 100 ml destilada. 
, I I 
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ANEXO 3. SOLUCIONES UTILIZADAS EN EL REVELADO DE LOS 
CARIOTIPOS . 
, , 
FIJADOR PARA PELICULA 0 PAPEL 
Agua SOO C 
Tiosulfato 0 hiposulfito de Sodio 
Sulfito de Sodio 
Acido acetico 28% 
Acido b6rico 
Alumbre de potasio (ALK (S04)2.12 H20 
H20 
REVELAOOR 0-19 
Agua SO°C -----------SOOmlk 
Elon-------------2grs 
Sulfato de Na--------90.0 grs 
Hidroquinona--------8.0 grs 
carbonato de Na------S2.S grs 
bromuro de K---------S grs 







hasta un Litro 
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ANEXO 4. ALGUNAS SOLUCIONES REQUERIDAS EN EL PROCESO DE 
COLORACION DE EXTENDIDOS CROMOSOMICOS. 
GIEMSA 
1 gr en polvo de giemsa 
66 ml de glicerina 
66 ml de metanol puro 
Agregar los 66ml de glicerina sobre el polvo colocar en estufa a 60° C por 1 hora 
y dejar enfriar y agregar 66 ml de metan-ol para analisis. 
PENICILINA 
1.000.0 U + 20 ml de agua tridestilada. 

soluci6n madre: 540 U/ml 

solucion de trabajo: 5000 u/ml (1 ml soluci6n madre + 9ml de sin salina esteril) 

BUFFER GIEMSA (Buffer Sorense) 
0.582 gr Na2 HP04 (PM)=141.98 
0.583 gr NaH2 HP04 (PM)=~39.99 
1. Disolver 0.58 grs de Na2HP04 en 500 ml de agua destilada. Soluci6n A 
2. Disolver por separado 0.358 grs de Na2HP04.H20 en 500 ml de agua destilada. 
Soluci6n B. 
>,' • En un beaker de 1000 ml colocar 400ml aproximadamente de la soluci6n A y
J 
agregar poco a poco la soluci6n B hasta que el pH= 7.2 si sobra un poco de 
1 
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soluci6n A a B se puede adicionar proporcionalmente siempre y cuando el pH 
final sea 7.2. 
HCL 1 N pureza 37% 
p =1.186 grs I v (densidad) 
PM = 36.5 
8.3mls de Hcl en 100ml de agua 
NaOH1N 
1 N = 40 gr 11000 mls 
BANDAse 
Soluci6n de Hidr6xido de Bario (BaOH): 5 grs de BaOH en 95 ml de agua 
destilada. Mezclar par varios minutos. Dejar sedimentar. Filtrar el sobrenadante 
antes de usa rio. Si se reutiliza se debe filtrar. 
HOECHST 33258 
3 mg 160 ml de agua destilada 
RPMI1640 
10.4 grs en 1 litro de agua bidestilada. Adicionar 2 grs de carbonato de sodio 
(NaH C03). Cuadrar el pH= 7.08 can HCI1 N . 
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BrdUrd 
Disolver 20 mg en 10 mls de agua bidestilada se filtra con miliporo 0.22J.1m esteril. 
2x SSC 
0.3 M NaCI (8.768 grs 1500ml). 
0.4 M citrato de sodio. Mezclar las anteriores proporciones 1:1. Ajustar pH 7.87 
con HCI1N. 
COLCHICINA 
.",..,; 0.4 mg/10 ml (0.04%) 
